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„Es dürfte Ŷicht leicht eiŶe PflaŶzeŶgruppe geŶaŶŶt werdeŶ köŶŶeŶ, welche iŶ gleicheŵ Masse das 
Interesse der Gelehrten und der Laien gefunden hat, wie die Familien der Orchideen. Mögen wir die 
vielgestaltigen Formen der Blüthe betrachten, in denen die Natur gleichsam die höchste Potenz ihrer 
schöpferischen Kraft zum Ausdruck bringt, oder mögen wir auf die sonderbare, bald unterirdische, 
bald epiphytische Lebensweise, stets aber säkulare Lebensdauer dieser Gewächse sehen, oder die 
wunderbaren Einrichtungen und Anpassung an Insektenbefruchtung ins Auge fassen, - überall erregt 
die Orchidee ŵehr als jeder aŶdere pflaŶzliche OrgaŶisŵus uŶsere gerechte BewuŶderuŶg.“  
Botaniker GOTTHELF ANTON LUDWIG LEIMBACH (1848-1902) 
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 1 
1 Einleitung 
 
Orchideen, die mehr als 850 Gattungen, 25000 Arten und 10 % der weltweiten Blütenpflanzen 
umfassen (ROBERTS & DIXON 2008), faszinieren schon seit Jahrhunderten die Menschheit. 
Nicht nur die vollkommene Schönheit dieser Pflanzen, sondern auch die Art der Bestäubung, 
der teilweise langsame, komplizierte Lebenszyklus und die teils schwierige Kultivierung 
einiger Orchideen sind es, die den Reiz bei Botanikern und Interessierten wecken. Schon 
ROBERTS & DIXON (2008) bezeichneten die kosmopolitischen Orchideen als Inbegriff bzw. 
Verkörperung der pflanzlichen Evolution.  
Zu den bekanntesten und aufsehenerregendsten Orchideen in Europa gehört der Frauenschuh 
(Cypripedium calceolus L.). Als großblütige und auffällige Art hat der Frauenschuh schon früh 
Aufmerksamkeit bei botanisch Interessierten geweckt und steht oft als populäre Art 
stellvertretend für alle Orchideen im Fokus der Öffentlichkeit (HEINRICH et al. 2014). Erstmals 
abgebildet wurde der Frauenschuh auf dem im Historischen Museum in Basel ausgestellten 
Bischofszeller Wandteppich aus dem Jahr 1510. Auf dem Wandteppich ist das städtische 
Treiben von Bischofszell mit Reiter und Gefolge, Bauern mit ihrer Ernte, im Fluss badende 
Menschen und Händlern abgebildet. Zusätzlich sind Tiere und Pflanzen auf Wiesen zu sehen, 
auf denen u.a. eine Akelei, eine wilde Erdbeere und eine Frauenschuhpflanze abgebildet sind 
(CRIBB 2014). Der Wandteppich beweist zumindest, dass der Frauenschuh schon damals eine 
große Bedeutung hatte. 
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Abbildung 1: „Bischofszeller Teppich“ Wandbehang (1510) im Historischen Museum Basel. „In 
differenzierter Anwendung zahlreicher Sticharten mit buntem Wollgarn auf zusammengestückeltem 
Wolltuch ist eine detailreiche Bilderchronik entstanden. Sie zeigt wirklichkeitsnah das Städtchen 
Bischofszell (Kanton Thurgau) auf dem Hang vor dem Bischofsberg und die Landschaft am Zusammenfluss 
von Sitter und Thur.“ (http://www.hmb.ch/sammlung/object/bischofszeller-teppich-wandbehang-
detail.html). Neben dem städtischen Trubel ist im unteren rechten Teil des Teppichs eine 
Frauenschuhpflanze eindeutig erkennbar (Abbildung aus CRIBB 2014). 
 
Die erste farbige Illustration (Abbildung 2) des Frauenschuhs stammt von Conrad Gesner 
(1516-1565) aus dem Jahr 1541 und ist bekannt als „a watercolour of a plant from Mt. Saleu in 
the Swiss Jura near Geneva“ (CRIBB 2014). Diese Abbildung zeigt deutlich, wie präzise die 
Pflanze schon vor Jahrhunderten beobachtet und studiert wurde und bestätigt schon zu früher 
Zeit einmal mehr das gesteigerte Interesse der Botaniker an der Pflanze. 
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Abbildung 2: Erste farbige Abbildung des Frauenschuhs von Conrad Gesner aus dem Jahr 1541. Zu sehen 
sind genaue Studien an der Blüte mit Spross und Wurzeln sowie drei Samenkapseln (Abbildung aus CRIBB 
(2014)).  
 
Conrad Gesner war darüber hinaus der Erste, der den Frauenschuh erstmalig in gedruckter Form 
in seinem Sammelband „Horti Germaniae“ 1561 erwähnte (ECCARIUS 2010). Eine erste 
öffentliche Beschreibung des Frauenschuhs stammt aus dem Jahr 1568 von Rembert Dodoens 
(1516 - 1585) in „Florum, et coronariarum odoratarumque nonnullarum herbarum historia“ 
(CRIBB 2014). Der für diese Veröffentlichung benötigte Holzschnitt, der auf Grundlage einer 
Zeichnung von Joannes Vreccomtus entstand, zeigt den Frauenschuh erstmalig mit einem 
Rhizom und einer Wurzel. Nach CRIBB (2014) war Joannes Vreccomtus auch der Erste, der 
diese Pflanze in seinem Garten gezogen hat. Dies gilt als erster Nachweis für eine Kultivierung. 
In einem seiner weiteren Werke „Stripium historiae pemptades“ (1583) zeigt Rembert Dodoens 
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den Frauenschuh mit einem weiteren zweiten Spross, der zwei Samenkapseln detailliert 
abbildet und auch von Charles de l’Écluse (1526 - 1609) in seinem Werk „Rariorum aliquot 
stirpium, per Pannoniam, Austriam, & vicinas quasdam provincias observatarum historia, IV 
libris expressa Antwerpen: Ex officina Plantiniana“ 1583 verwendet wurde (CRIBB 2014). 
Da viele Botaniker damals zugleich auch als Ärzte tätig waren (z.B. Conrad Gesner, Rembert 
Dodoens und Charles de l’Écluse), verwundert es nicht, dass der Frauenschuh geschichtlich 
auch in der Medizin eine, wenn auch nur kleine, Anwendung fand. KLEMPERER & ROST (1929) 
beschreiben, dass aus Cypripedium-Arten (speziell C. hirsutum MILL. (Synonym für C. acaule 
AITON)) leicht krampfstillende Mittel hergestellt werden können. HÄNSEL et al. (1992) 
berichten hierzu, dass in der volkstümlichen Anwendung die getrockneten Rhizome und 
Wurzeln („Cypripedii rhizoma (Frauenschuhwurzelstock) von calceolus var. pubescens“) „bei 
Schlaflosigkeit, Erregungszuständen […] emotionaler Spannung“, Nervosität und hysterischen 
Affektionen genutzt wurden, wobei die Wirksamkeit bis zum heutigen Zeitpunkt nicht belegt 
wurde. Oft wurde die Anwendung für Kinder empfohlen. Für eine innerliche Anwendung sollen 
nach den Aussagen von HÄNSEL et al. (1992) „2 Teelöffel (2-4 g) der getrockneten Droge als 
Infus (Aufguss)“ oder als „Fluidextrakte 1:1 in 45%igem Alkohol“ verwendet werden. „Die 
Droge soll in höheren Konzentrationen Unruhe, Kopfschmerzen, Erregungszustände und 
Halluzinationen verursachen“ (HÄNSEL et al. 1992). Der einzige Wirkstoff, der in Cypripedium-
Arten gefunden wurde, ist 2,8-Dimethoxy-7-hydroxy-1,4-phenanthrenchinon mit dem 
Trivialnamen Cypripedin, ein Chinon (SCHMALLE & HAUSEN 1979), welches bei Umgang mit 
dem Frauenschuh Dermatitiden (entzündliche Reaktionen der Haut) verursachen kann. 
 
Carl von Linné etablierte 1737 den Gattungsnamen „Cypripedium“ in seinem Werk „Flora 
Laponica“ und beschrieb 1753 als erster Autor die Art (JARVIS & CRIBB 2009) mit dem Namen 
Cypripedium calceolus (aus dem griechischen: Kypris = Beiname der Aphrodite, aus dem 
lateinischen: calceolus = kleiner Schuh, Stiefelchen). Offiziell war Michel Adanson (1727 - 
1806) der erste Botaniker, der den Frauenschuh im Jahr 1763 in die Familie der Orchidaceae 
einordnete (CRIBB 2014). Der nächste nennenswerte Botaniker im Bezug zum Frauenschuh war 
Charles Robert Darwin (1809 - 1882). Er betrieb nähere Forschung an Orchideen, unter anderen 
auch an Cypripedium, und schrieb diese Erfahrungen 1862 nieder (DARWIN 1862). Mit seinen 
genauen Beobachtungen zur Bestäubung weckte er das Interesse etlicher Botaniker an der 
Familie der Ochidaceae (ANTONELLI et al. 2009). 
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Cypripedium calceolus gehört zur Abteilung der Magnoliophyta BRONGN. (Bedecktsamer), zur 
Klasse der Liliopsida DC. (Einkeimblättrige) und nach neuem Kenntnisstand zur Ordnung der 
Asparagales BROMHEAD (Spargelartigen) (CHASE et al. 2003). Die Art ist der Familie der 
Orchidaceae JUSS. (Orchideengewächse, Unterfamilie Cypripedioideae LINDL.) zugehörig und 
der einzige europäische Vertreter in der Gattung Cypripedium (CHASE et al. 2003). In die 
Unterfamilie der Cypripedioideae werden neben der Gattung Cypripedium noch die Gattungen 
Paphiopedilum PFITZER, Phragmipedium ROLFE, Mexipedium V.A.ALBERT & M.W.CHASE 
und Selenipedium RCHB.F. eingeordnet. Die weltweite Verteilung der 5 Gattungen ist in der 
Abbildung 3 zu sehen, wobei die Gattung Cypripedium weltweit am häufigsten vertreten ist. 
Die Verwandtschaftsbeziehungen untereinander werden derzeit noch von Wissenschaftlern 
diskutiert. 
 
  
 
Abbildung 3: Weltweite Verteilung der 5 Gattungen (Cypripedium LINNÉ, Paphiopedilum PFITZER, 
Phragmipedium ROLFE, Mexipedium V.A.ALBERT & M.W.CHASE und Selenipedium RCHB.F.) aus der 
Unterfamilie Cypripedioideae (GUO et al. 2012), wobei die Gattung Cypripedium weltweit am weitesten 
vertreten ist. 
 
In der englischen Sprache wird der Frauenschuh „Lady’s slipper orchid“ genannt. Im 
deutschsprachigen Volksmund besitzt C. calceolus aufgrund der damaligen unterschiedlichen 
Dialekte verschiedene Bezeichnungen wie z. B. Marienschuh, Krimhilds Helm, Guggerschuh 
(Gugger im Sinne von Kuckuk), Herrgottsschühli, Pantoffeln, Pfaffenschuh, Schafsäcka, 
Goldbeutel, Maischuh, Pferdedratsche oder Ochsenbeutel (PRITZEL 1882, CRIBB 2014, 
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HEINRICH et al. 2014). Bekannt geworden ist die Pflanze durch ihre einmalige Blütengestalt in 
der einheimischen Flora und ihrem komplizierten Lebenszyklus, der damals wie heute großes 
Interesse bei vielen Pflanzeninteressierten und Botanikern weckt.  
 
 
1.1.1 Lebenszyklus 
 
Der Frauenschuh hat einen sehr langlebigen und komplexen Lebenszyklus. Er hat 
durchschnittlich eine Lebenserwartung von etwa 100 Jahren (KULL 1988, KULL 1999), nach 
Modellrechnungen von NICOLE et al. (2005) kann C. calceolus sogar eine Lebenserwartung von 
110 bis 350 Jahren haben. Der Lebenszyklus bzw. die Lebensdauer der indigenen Art ist 
plurienn-pollakanth, das heißt sie blüht und fruchtet mehrmals in ihrem Leben. Neben der 
außergewöhnlichen Lebensdauer zeigt sich beim Frauenschuh auch eine Besonderheit bei der 
Samenkeimung. Die Samen des Frauenschuhs benötigen für die Keimung einen Mykorrhiza-
Pilz, um die feste Testa zu durchdringen. Näheres wird in Kapitel 1.1.2 zum Mykorrhiza-Pilz 
erläutert. Nach der Keimung erfolgt die Bildung eines Protokorms. Das Erscheinen des ersten 
Blattes aus diesem Protokorm zeigt sich nach mehreren Protokormstadien meist nach ca. drei 
bis vier Jahren (KULL 1998, NICOLE et al. 2005, BRUNZEL 2010). Hierbei bildet der Keimling 
des Frauenschuhs im Verlauf der Jahre ein Rhizom aus und gehört daher zu den Geophyten 
(KULL 1999). Das Rhizom verläuft ca. 10 cm tief horizontal im Boden und beginnt nach ca. 20 
Jahren am älteren Ende abzusterben (KULL & KULL 1991). Nach 6 – 10 Jahren entstehen die 
ersten Blüten (KULL 1995). Zur Blütezeit von Mai bis Juni (JÄGER et al. 2013) bzw. Juli 
(SEYBOLD 2011) können an einem Trieb eine bis zwei (bei sehr guten Habitatbedingungen auch 
drei) Blüten ausgebildet werden. Unter guten Bedingungen können Rhizome bis zu 40 
Blütentriebe, welche als Horst bzw. Stock bezeichnet werden (LOHR 2013), ausbilden. Die 
Blüten des Frauenschuhs besitzen keinen Nektar zum Anlocken der Insekten (COZZOLINO 
& WIDMER 2005), sie sind Täuschblumen (JAGEL & MARGENBURG 2011). Die Bestäuber 
werden durch die auffällige Gestalt der Blüte angelockt.  
Durch vielfältige Nachweise bestätigt (DAUMANN (1968), MÜLLER (1873), NILSSON (1979), 
KULL (1998), ANTONELLI et al. (2009), GRELL (2010), PEMBERTON (2013)), gehören die Sand- 
bzw. Erdbienen (Andrena spec.) zu den häufigsten Besuchern der Blüten. Neben den Adrena-
Arten wurden auch Furchenbienen (Lasioglossum spec.), Wespenbienen (Nomada spec.) und 
Seidenbienen (Colletes spec.) erfasst. Einschränkend dazu schreiben ERNEBERG & HOLM 
(1999) als Ergebnisse aus Untersuchungen in Dänemark, dass Andrena-Arten nur 
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unregelmäßige Besucher der Frauenschuh-Blüten seien und durch ihre Größe unfähig sind, 
diese zu bestäuben. Sie fügen zu den aufgezählten Bestäubern noch einige Halictus-Arten 
hinzu. Damit die Bestäuber die Blüten regelmäßig besuchen können, müssen geeignete 
Lebensräume für Nistmöglichkeiten (WESTRICH 1989) in der näheren Umgebung vorhanden 
sein, da z.B. Sandbienen nur geringe Flugradien von maximal 600 m aufweisen (GATHMANN 
& TSCHARNTKE 2002). Geeignete Lebensräume sind meist Magerrasen, Ruderalflächen, 
Brachland sowie Sand-, Kies- und Lehmgruben mit sonnenexponierten Böschungen oder 
Abruchkanten mit lückigem Bewuchs (WESTRICH 1989). „Fehlen solche Stellen im Umkreis 
von etwa 500 m rund um ein Frauenschuh-Vorkommen, dann bleiben die Blüten mangels 
Besucher unbestäubt und können keine Samen zur Vermehrung ausbilden.“ (BARTH 
& OPITZ 2014). Zusätzlich werden die Bestäuber, insbesondere die Honigbienen, drastisch 
dezimiert durch die Intensivierung der Landwirtschaft, dem Einsatz von Pestiziden, von Viren, 
invasiven Arten (wie der Varroamilbe), der Fragmentierung bzw. dem Verlust von 
Lebensräumen und schließlich dem Verlust von Imkern (POTTS et al. 2010).  
 
Die Blüte von C. calceolus bildet mit dem hochgewölbten Labellum eine sogenannte 
„Kesselfalle“, in der die Insekten durch Hineinfallen die Blüte mit zuvor gesammelten Pollen 
bestäuben (DARWIN 1862, NILSSON 1979). Die eigenen Pollen werden den Insekten erst am 
Ausgang der Kesselfalle angeheftet und somit wird eine Selbstbestäubung der Blüte verhindert. 
Laut JERSÁKOVÁ et al. (2006) verhindert der Mechanismus der Kesselfalle erfolgreich die 
Selbstbestäubung, da keine Übertragung der Pollen auf die Narbe innerhalb einer Blüte von 
C. calceolus erfolgen kann. Der Ausgang der Kesselfalle befindet sich am Gynostemium mit 
den Pollinarien bzw. Pollinien (MÜLLER 1873, THOMÉ 1885, SEYBOLD 2011, KADEREIT et al. 
2014) (Abbildung 4). Das Gynostemium bildet eine spezielle Struktur bei den Orchidaceae, bei 
der das dritte sterile Staubblatt mit dem Griffel verwachsen ist (JACOB et al. 1994). Beim Besuch 
einer Frauenschuhblüte bestäuben Bienen diese mit den transportierten Pollinarien. Nach der 
Befruchtung erfolgt die Ausbildung einer Samenkapsel, die 6.000 – 20.000 Samen enthalten 
kann. Der Ausbreitungstyp (TACKENBERG 2001) der staubfeinen Diasporen ist die 
Anemochorie (Ausbreitung durch den Wind). Der Fruchtansatz der Blüten vom obligat 
allogamen (ausschließlich fremdbestäubten) Frauenschuh mit 20 – 30 % (SADOVSKÝ 1973, 
BARTH & PLOß 2014) oder sogar weniger als 10 % (PRIMACK & STACY 1998, SHEFFERSON et 
al. 2014) fällt dabei sehr gering aus, wobei eine Dezimierung der Bestäuber zu einem weiteren 
Rückgang der Befruchtungsquote führt.  
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Abbildung 4: Habituszeichnung von C. calceolus. Zu sehen sind u.a. das Rhizom (A), die Blüte, das 
Gynostemium (1,2,3) mit den Pollinarien bzw. Pollinien (a) und die Samenanlage (5) (THOMÉ 1885). 
 
Neben der generativen Vermehrung verbreitet sich der Frauenschuh zusätzlich vegetativ durch 
klonales Wachstum (DAUMANN 1968, HEINRICH & LORENZ 1996, KULL 1998, NICOLE et al. 
2005). Als Geophyt bildet C. calceolus ein unterirdisches Rhizom aus. Durch jährliches 
Wachstum des unterirdischen Rhizoms entstehen weitere oberirdische Sprosse bzw. Triebe 
(Rameten) (KULL 1999), welche sich genetisch von der Mutterpflanze (Genet) nicht 
unterscheiden (Abbildung 5). KULL (1999) beschreibt, dass durchschnittlich 4,9 Jahre benötigt 
werden, damit an einem Rhizom eine neue Verzweigung entsteht. Durch das unterirdische 
Rhizom ist der Frauenschuh in der Lage ungünstige Umweltbedingungen (z.B. Beschattung, 
Blattfraß) kurzfristig zu überdauern, indem in manchen Jahren kein Austrieb von Sprossen 
erfolgt (VAN GROENENDAEL et al. 1996, SHEFFERSON et al. 2005a). Der Genet mit seinen 
Rameten wird als Stock bzw. Horst bezeichnet (LOHR 2013). 
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Abbildung 5: Die schematische Ansicht eines Rhizoms mit klonalem Wachstum von C. calceolus von 1972 
– 1993 (KULL 1999). Der Genet entstand nach der Skizze zu urteilen vor 1972 und bildete jährlich 
mindestens einen Rameten aus. (Kreise = ausgetriebene Knospe bzw. Ramet, Dreiecke = ruhende Knospe) 
 
1.1.2 Mykorrhiza und Samenkeimung 
 
Symbiosen zwischen Pflanzenwurzeln und Pilzen nennt man Mykorrhiza. Mykorrhizen sind im 
Pflanzenreich weit verbreitet und werden in drei Arten, die vesikulär-arbuskuläre Mykorrhiza, 
die Ekto- und die Endomykorrhiza, unterteilt. Auch der Frauenschuh geht von Anfang an solch 
eine Symbiose ein. Genauer gesagt, handelt es sich bei dieser Symbiose um eine 
Endomykorrhiza, bei der die Pilzhyphen bis in den Raum zwischen Zellwand und 
Plasmalemma eindringen können (KADEREIT et al. 2014). Der Pilz, der mit C. calceolus eine 
Symbiose eingeht, wird in die Gattung Rhizoctonia eingeordnet (SHEFFERSON et al. 2005b). 
Wie schon erwähnt, beinhaltet eine Kapsel des Frauenschuhs 6000 – 20000 Samen, oder sogar 
bis zu 40000 (REINHARD et al. 1991), wobei ein einziger Samen nach KULL (1999) etwa 1,2 x 
0,3 mm groß ist und mit zu den größten Orchideensamen der gemäßigten Breiten gehört. Durch 
die geringe Samengröße von Orchideen können zum einen große Mengen an Samen in einer 
Kapsel produziert werden, zum anderen können sich die Samen durch das damit verbundene 
geringe Gewicht mit dem Wind von wenigen Metern (JACQUEMYN et al. 2007) bis zu 10 km 
(FAY et al. 2009) oder sogar bis zu 2000 km (ARDITTI & GHANI 2000) weit ausbreiten.  
Die im Verhältnis zu anderen Pflanzen geringe Größe der Samen von C. calceolus kommt 
daher, dass das Endosperm, welches als Nährgewebe dient, extrem reduziert ist. Von Anfang 
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an geht der Orchideensame mit dem Pilz eine Mykorrhizierung ein und wird bereits als Samen 
besiedelt. Durch diese Besiedlung des Pilzes kann die Keimung des Frauenschuhsamens 
erfolgen. Zuerst wird die robuste Testa des Samens für den Embryo durchlässig. Wenn die 
passenden Bodenbedingungen für Pilz und Pflanze vorhanden sind, kann der Samen keimen. 
Nach der Keimung bildet der Embryo für die ersten Lebensjahre ein Gewebe, das Protokorm, 
aus (IRMISCH 1853, ECCARIUS 2009). Dabei ist das Protokorm vollkommen von der Versorgung 
des Pilzes durch mineralische Nährsalze, Kohlenhydrate und Kohlenstoffe abhängig. Erst wenn 
die ersten Blätter des Protokorms gebildet werden, kann die Pflanze den Pilz versorgen. Nach 
neuesten Erkenntnissen wird C. calceolus nicht mehr als „autotroph“ (FUCHS & ZIEGENSPECK 
1926) sondern als „partiell mykoheterotroph“ eingeordnet, weil anhand von Isotopenanalysen 
bewiesen wurde, dass der Pilz den Frauenschuh auch im höheren Alter (und nicht nur bei der 
Keimung) mit organischen Substanzen versorgt (GEBAUER et al. 2016). Die weitere 
Lebensweise wird in 1.1.1 erläutert. 
 
1.1.3 Samenvermehrung 
 
C. calceolus benötigt also für die Keimung einen Mykorrhiza-Pilz der Gattung Rhizoctonia. Es 
gibt zwei Faktoren, die dabei zu beachten sind. Zum einen benötigt der Samen den Pilz, um die 
solide Testa für den Embryo durchlässig zu machen und zum anderen um an Nährstoffe für die 
Keimung zu gelangen, die bei anderen Pflanzen im Endosperm enthalten sind. Um die solide 
Testa auch ohne den Pilz durchlässig zu machen, berichten FROSCH (1982), LUCKE (1982) und 
WEINERT (1992) von einer Behandlungsmöglichkeit von Orchideensamen vor der Keimung, 
Sie verwendeten in dieser Behandlung eine Natriumhypochlorid-Desinfektion, bei der die 
Samen in die Lauge eingelegt werden und die Testa der Samen nach einer Einwirkzeit von zwei 
bis drei Stunden durchlässig wird, worauf noch eine Wässerungsphase von mehreren Tagen 
erfolgt. Eine weitere Möglichkeit das Problem der soliden Testa zu umgehen, ist die Ernte von 
unreifen Samenkapseln. Es wurde festgestellt, dass bei einer Ernte von unreifen Samenkapseln 
die Testa der Samen noch nicht keimungshemmend wirkt und bei einer Aussaat der unreifen 
Samen die Quote der Keimung von Cypripedium-Samen ohne Mykorrhiza-Pilz erfolgreich ist 
(LIGHT & MACCONAILL 1998, RAMSAY & STEWART 1998, SHEFFERSON et al. 2007). Da der 
Pilz zur Bereitstellung der Nährstoffe nicht zur Verfügung steht, müssen nach dem Aufbrechen 
der Testa alle benötigten Nährstoffe, die der Samen zum Keimen braucht, im Agarmedium 
vorhanden sein. Dabei bewährte sich die Spurenelementlösung nach NITSCH & NITSCH (1969) 
(Tabelle 18) in Kombination mit der Zutatenliste nach MALMGREN (1992) (Tabelle 19) für eine 
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erfolgreiche Samenkeimung von C. calceolus in vitro ohne einen Mykorrhiza-Pilz. Nach 
Aussage von PRENDERGAST (2010) sind die Cypripedium-Keimlinge mit einem Mykorrhiza-
Pilz bei Auspflanzungen widerstandsfähiger und haben somit höhere Überlebenschancen. 
 
 
1.1.4 Gesetzlicher Hintergrund 
 
Der Frauenschuh (C. calceolus) gehört in Deutschland zur Liste der Fauna-Flora-Habitat (FFH) 
-Arten nach Anhang II und IV (BNatSchG §10 Abs. 2 Nr. 10 und 11, vom 25.3.2002, BGBl. I 
S. 1193) der Fauna-Flora-Habitatrichtlinie (DER RAT DER EUROPÄISCHEN GEMEINSCHAFTEN 
1992) vom 21. Mai 1992. In diesen Richtlinien sind für streng geschützte Arten Bestimmungen 
zum Artenschutz, für Maßnahmen innerhalb und außerhalb von „Natura2000“-Schutzgebieten, 
für Entnahmen, für Wiederansiedlungen etc. enthalten. In der Roten Liste Europas (BILZ et al. 
2011) steht die Art auf der Vorwarnliste („near threatened“). Nach LUDWIG et al. (1996) bekam 
C. calceolus die Einstufung „3“ („gefährdet“) in der Roten Liste gefährdeter Pflanzen 
Deutschlands. In der Roten Liste der Farn- und Samenpflanzen Hessens (HEMM 2008) ist diese 
Pflanze als „2“ („stark gefährdet“) eingestuft. Für eine Bewertung der Verantwortlichkeit 
Deutschlands (LUDWIG et al. 2007) ist die Datenlage für den Frauenschuh gegenwärtig noch 
ungenügend. Momentan wird die weltweite Gefährdung als „unbekannt“ („G?“) eingestuft. 
Hessen verkörpert hierbei einen Teil des westlichen Arealrandes des Verbreitungsgebiets in 
Europa von C. calceolus (Abbildung 7). Nach dem Erhaltungszustand in den biogeografischen 
Regionen (Abbildung 6) gemäß des Nationalen Berichts 2013 wird der Erhaltungszustand (setzt 
sich zusammen aus dem Zustand der Populationen, der Habitatqualität und der 
Beeinträchtigungen des Verbreitungsgebiets) des Frauenschuhs in der kontinentalen Region 
Deutschlands als „ungünstig - unzureichend“ eingestuft.  
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Abbildung 6: Karte der biogeografischen Regionen Deutschlands. Zu sehen ist, dass Deutschland in die drei 
biogeografische Regionen (atlantisch, kontinental, alpin) eingeteilt ist, wobei Hessen zur kontinentalen 
Region Deutschlands zugehörig ist (Quelle: BMUB - BUNDESMINISTERIUM FÜR UMWELT, NATURSCHUTZ, BAU 
UND REAKTORSICHERHEIT (2007)) 
 
 
1.2 Vorkommen Europa- und Deutschlandweit 
 
Die Verbreitung von C. calceolus beschränkt sich auf die historisch geprägte “Alte Welt”. Nach 
HULTÉN & FRIES (1986), HEIN & MEYSEL (2010), LORENZ (2010) und JÄGER et al. (2013) 
reicht das Verbreitungsgebiet von C. calceolus innerhalb der borealen und temperaten Zonen 
von N-Sachalin über Japan, Korea, NO-China, Sibirien nach Europa (Abbildung 7). In Afrika, 
Nord- und Südamerika oder Australien ist die Art C. calceolus nicht verbreitet. Das 
Verbreitungsgebiet innerhalb von Europa ist auf Ost-, Mittel- und Nordeuropa beschränkt.  
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Abbildung 7: Verbreitung von C. calceolus auf der Nordhalbkugel. Es ist zu sehen, dass die Art C. calceolus 
ein Verbreitungsgebiet innerhalb der borealen und temperaten Zonen von N-Sachalin über Japan, Korea, 
NO-China, Sibirien nach Europa hat. Das Verbreitungsgebiet innerhalb von Europa ist auf Ost-, Mittel- 
und Nordeuropa beschränkt. Deutschland befindet dabei am westlichen Randbereich des 
Verbreitungsareals. (Quelle: (DEN VIRTUELLA FLORAN) in Anlehnung an (HULTÉN & FRIES 1986)) 
 
 
In Deutschland sind die Hauptwuchsorte des Frauenschuhs die Bundesländer Bayern, Baden-
Württemberg, Thüringen, Niedersachsen und Hessen, wobei sie Randgebiete des gesamten 
Verbreitungsareals darstellen. Einzelne Populationen kommen laut der Vorkommens- und 
Verbreitungskarte der Pflanzen- und Tierarten der FFH-Richtlinie nach BFN - BUNDESAMT FÜR 
NATURSCHUTZ /BMUB - BUNDESMINISTERIUM FÜR UMWELT, NATURSCHUTZ, BAU UND 
REAKTORSICHERHEIT (2013) noch in Brandenburg, in Mecklenburg-Vorpommern, in Sachsen-
Anhalt, Nordrhein-Westfalen und Rheinland-Pfalz vor (Abbildung 8).  
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Abbildung 8: Verbreitung von C. calceolus in Deutschland (Quelle: (BFN - BUNDESAMT FÜR NATURSCHUTZ 
/BMUB - BUNDESMINISTERIUM FÜR UMWELT, NATURSCHUTZ, BAU UND REAKTORSICHERHEIT 2013), 
modifiziert). In Deutschland sind die Hauptwuchsorte des Frauenschuhs die Bundesländer Bayern, Baden-
Württemberg, Thüringen, Niedersachsen und Hessen. Einzelne Populationen kommen nach dem Stand von 
2013 noch in Brandenburg, in Mecklenburg-Vorpommern (auf Rügen), in Sachsen-Anhalt, Nordrhein-
Westfalen und Rheinland-Pfalz vor. Die rotmarkierten Bereiche zeigen die Gebiete der später erwähnten 
Blattentnahme. 
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Abbildung 9 zeigt eine Karte der Verbreitung des Lebensraumtyps 7220 (Kalktuffquellen) in 
Deutschland (BFN - BUNDESAMT FÜR NATURSCHUTZ /BMUB - BUNDESMINISTERIUM FÜR 
UMWELT, NATURSCHUTZ, BAU UND REAKTORSICHERHEIT 2013). Kalktuffquellen treten nur in 
Kalkgebieten auf. Dies ist ein seltener Lebensraum in Gebieten, in denen das Grundwasser stark 
mit Kalk angereichert ist und durch Quellaustritt an die Oberfläche gelangt. In Deutschland 
kommt dieser Lebensraum hauptsächlich in der Schwäbischen und Fränkischen Alp und dem 
Alpenraum sowie im Mittelgebirge und dem Norddeutschen Tiefland vor. In Hessen sind die 
Kalktuffquellen nur in Nord- und Osthessen vertreten (BFN - BUNDESAMT FÜR NATURSCHUTZ 
/BMUB - BUNDESMINISTERIUM FÜR UMWELT, NATURSCHUTZ, BAU UND REAKTORSICHERHEIT 
2013). Bei einem Vergleich der beiden Karten (Abbildung 8 + Abbildung 9) ist zu erkennen, 
dass die Vorkommen von C. calceolus vorwiegend in kalkhaltigen Gebieten mit 
Kalktuffquellen zu finden sind. Dies bestätigt auch ELLENBERG et al. (1991), der sie als 
kalkliebend eingeordnet hat. Auch DEVILLERS-TERSCHUREN (1999) schreibt zu C. calceolus, 
dass die Pflanze zumindest in Deutschland meistens in Kalkgebieten vorkommt. 
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Abbildung 9: Verbreitung vom Lebensraumtyp 7220 (Kalktuffquellen) in Deutschland. In Deutschland 
kommt dieser Lebensraum hauptsächlich in der Schwäbischen und Fränkischen Alp und Alpenraum sowie 
im Mittelgebirge und dem Norddeutschen Tiefland vor. In Hessen sind die Kalktuffquellen nur in Nord- 
und Osthessen vertreten (Quelle: (BFN - BUNDESAMT FÜR NATURSCHUTZ /BMUB - BUNDESMINISTERIUM FÜR 
UMWELT, NATURSCHUTZ, BAU UND REAKTORSICHERHEIT 2013). 
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1.3 Vorkommen, Entwicklung und Gefährdung hessischer 
Populationen 
 
Abbildung 10 zeigt die Verbreitung von C. calceolus in Hessen bis 2013 (BARTH 
& OPITZ 2014). Aus dieser Verbreitungskarte ist aufgrund von historischen Daten ersichtlich, 
dass der Frauenschuh in Hessen vor 1990 nicht nur im Norden und Osten Hessens in 
zahlreichen Populationen vorkam, sondern auch in anderen Kalkgebieten im Süden und Westen 
Hessens. Ein deutlicher und dramatischer Rückgang ist in der Zeitspanne von 1990 – 2007 zu 
erkennen, wobei das hessische Hauptverbreitungsgebiet nur noch im Norden und Osten 
Hessens liegt. Im Westen von Hessen sind nur noch 3 Gebiete des Frauenschuhs vorhanden. 
Der dramatische Rückgang setzt sich in der Zeitspanne von 2008 – 2013 fort. Im 
Hauptverbreitungsgebiet des nördlichen und östlichen Hessens hat sich die Anzahl der 
Frauenschuhgebiete halbiert und im südlichen und westlichen Teil Hessens sind sie vollständig 
verschwunden. Aufgrund der schlechten Situation von C. calceolus in Hessen startete ein 
Artenhilfskonzept für den Frauenschuh in Hessen (BARTH 2007). Dank dieses 
Artenhilfskonzepts und der Beteiligung von ehrenamtlichen Botanikerinnen und Botanikern 
konnten Daten zu neuen Frauenschuhgebieten gewonnen werden; die Situation des 
Frauenschuhs in Hessen ist jedoch nach wie vor bedenklich. 
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Abbildung 10: Verbreitung von C. calceolus in Hessen aus den Jahren vor 1990 – 2013. Es ist zu erkennen, 
dass vor 1990 das Verbreitungsgebiet deutlich größer war als im Jahr 2013. (BARTH & OPITZ 2014) 
 
 
Auf den Entwicklungstrend der Frauenschuhpopulationen in Hessen von 2004 – 2013 weist die 
Abbildung 11 hin (BARTH & PLOß 2014). Es ist zu erkennen, dass die verbliebenen 41 
hessischen Populationen durch die Maßnahmen des Artenhilfskonzeptes nicht nur stabilisiert, 
sondern sogar gestärkt (positiver Trend) wurden. Weitere fünf Populationen sind erloschen. 
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Abbildung 11: Entwicklungstrend der hessischen Frauenschuh-Populationen im Vergleich von 2004 – 2013 
als Auswertung der in diesem Zeitraum in regelmäßigen Abständen entstandenen Gutachten und deren 
Populationsgrößenbestimmung. Es ist zu erkennen, dass in der Zeit von 2004 – 2013 5 Populationen 
erloschen und 5 Populationen sinkende Bestandsgrößen aufwiesen. In dieser Zeitspanne wurde bei 16 
Populationen durch Pflegemaßnahmen der Rückgang der Populationsgröße gestoppt und zunehmende 
Bestandgrößen konnten bei 18 Populationen in Hessen verzeichnet werden.  (BARTH & PLOß 2014) 
 
 
Neben der Maßnahmenplanung müssen auch mögliche Gefährdungen erkannt und minimiert 
werden. Als „Hauptgefährdungsfaktor“ sind Lichtmangel durch Verbuschung und zu dichtem 
Kronenschluss zu nennen (BARTH & OPITZ 2014). Daneben sind es Fraßschäden von 
Schnecken, Rot- und Schwarzwild sowie Ausgrabungen von ganzen Stöcken, die vor allem bei 
kleinen Populationen gravierende Schäden anrichten. 
 
1.4 Rückblick auf die genetische Forschung im Hinblick auf den 
Frauenschuh 
 
Die Monokotyle C. calceolus ist nicht nur durch ihr Äußeres, sondern auch durch ihr im Inneren 
großes Genom eine interessante Pflanze. Die in die Familie der Orchidaceae eingeordnete 
Pflanze hat eine Chromosomenzahl (2n) von 20-22 und einen hohen DNA-Gehalt (1C (pg)) 
von 32,4 (OBERDORFER et al. 1983, BENNETT et al. 2000, CRIBB 1997). Im Vergleich zu anderen 
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Pflanzen wie z.B. der dikotylen Asteraceae Crepis praemorsa (L.) WALTHER (1C = 5,3 pg) 
(BENNETT & LEITCH 1997), anderer monokotylen Pflanzen wie Alium sativum L. (1C = 16,8 
pg) oder Alstroemeria psittacina LEHM. (1C = 25 pg), oder sogar aus der Familien der 
Orchidaceae die Art Paphiopedilum javanicum PFITZER (1C = 25,3 pg) (BENNETT et al. 2000), 
befindet sich C. calceolus mit seinem DNA-Gehalt im oberen Teil. Dagegen hat der Reis Oryza 
sativa L. einen DNA-Gehalt von nur 1C = 0,5 pg (SOMERVILLE & SOMERVILLE 1999). 
Aus morphologischer Sicht wurde die Art bereits ausführlich beschrieben. Ergebnisse von 
Datenauswertungen aus genetischen Untersuchungen von C. calceolus enden jedoch auffällig 
oft mit dem Fazit, dass verschiedene genetische Fingerabdruck-Techniken (MCGREGOR et al. 
2000) wie RAPD, AFLP (VOS et al. 1995) und SSR verwendet wurden, aber die Ergebnisse 
nicht ausreichend Informationen boten. LEITCH et al. (2009) schrieb:  
„…in C. calceolus (1C-32.4 pg) the AFLP traces were uninformative, giving just a few strongly 
amplifying bands with no variation, not only between individuals of different populations, but 
also when compared with other species of Cypripedium such as C. macranthos.” (LEITCH et al. 
2009).  
Über Schwierigkeiten berichten auch FAY et al. (2005), dass sie insbesondere beim großen 
Genom des Frauenschuhs gescheitert sind, eine hohe Qualität an Banden mit Hilfe der AFLP-
Methode zu erhalten. Nach weiteren Bemühungen berichten FAY et al. (2009):  
„When the standard AFLP protocol is used with genomes as large as that in C. calceolus, levels 
of genetic variation are dramatically underestimated” (FAY et al. 2009).  
BRZOSKO et al. (2011) schreiben, dass die untersuchten polnischen Vorkommen von 
C. calceolus mit anderen Methoden durch eine moderate genetische Diversität charakterisiert 
sind. Sie trennten die Regionen nach dem maximalen Gletschervorstoß der letzten Eiszeit, 
fanden aber keine Unterschiede zwischen den Populationen der vergletscherten und eisfreien 
Gebiete und schlussfolgerten daraus, dass die Populationen einen Ursprung haben müssen.  
 
Eine weitere Schwierigkeit der Art ist der Schutzstatus. In Deutschland ist es äußerst schwierig 
und mühsam an Genehmigungen zur Entnahme von Blatt- und Samenmaterial zu gelangen. 
Daher sind Untersuchungen über Populationen in Deutschland bisher nicht vorhanden.  
 
Trotz der vielen Probleme mit großen Genomen, wie bei Cypripedium-Arten, erschien eine 
erfolgreiche Veröffentlichung von SHARMA et al. (2013) über eine Analyse der genetischen 
Variation an Cymbidium spp. mittels ISSR. Die ISSR-Methode fand häufig Anwendung an 
Pflanzen, wie z.B. an Pseudotsuga menziesii (MIRBEL) FRANCO und der Cryptomeria japonica 
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(THUNB. EX L. F.) D.DON (TSUMURA et al. 1996), Sorghum  bicolor (L.) MOENCH (GODWIN et 
al. 1997), Fallopia  ssp. ADANS. (HOLLINGSWORTH et al. 1998), Penstemon ssp. SCHMIDEL, 
(WOLFE et al. 1998) oder aber an Cymbidium goeringii (RCHB.F.) RCHB.F. IN W.G.WALPERS 
(WANG et al. 2009b) oder Dendrobium-Arten (WANG et al. 2009a). SHARMA et al. (2013) 
benutzten 35 ISSR-Primer und fanden heraus, dass einige Primer Unterschiede in der 
genetischen Variation aufzeigten. Cymbidium-Arten gehören wie C. calceolus zu der Familie 
der Ochidaceae und somit konnten Parallelen nicht ausgeschlossen werden. Betrachtet man 
innerhalb der Familie der Orchideen den Frauenschuh, finden sich nach derzeitigem Stand 
keine Anwendungen der ISSR-Methode an C. calceolus. Aus diesen Gründen erfolgte eine 
Versuchsreihe mit ISSR-Primern an C. calceolus anhand der Veröffentlichung von SHARMA et 
al. (2013). 
 
Die SRAP-Methode hat sich in der genetischen Analyse von Populationen einzelner Arten 
bewährt (BUDAK et al. 2004) und ist wie die ISSR auch eine PCR-basierende Marker Technik, 
wobei in der SRAP-Methode, im Gegensatz zur ISSR-Methode, mit 2 Primer gearbeitet wird 
(LI & QUIROS 2001, JIA-LIN et al. 2014). Die SRAP-Methode hat sich durch ein weites 
Anwenderspektrum als effektiv und zuverlässig erwiesen (DING et al. 2008, CAI et al. 2011, LI 
et al. 2014) und soll informativer sein als AFLP, RAPD und SSR Marker (BUDAK et al. 2004). 
Für eine genetische Untersuchung wurde SRAP als zweite Methode ausgewählt, weil nach JIA-
LIN et al. (2014) die SRAP-Methode an Paphiopedilum micranthum TANG & F.T.WANG (zu 
der Familie der Orchidaceae gehörend) aussichtsreich und damit erfolgversprechend war. 
 
Auch mit der Methode der AFLP erschienen neue Veröffentlichungen, wie z.B. von XIN et al. 
(2013), die eine AFLP-Analyse an sechs Populationen von Cypripedium japonicum THUNB. 
durchführten. Darin zeichneten sich Ergebnisse mit einer geringen genetischen Differenzierung 
innerhalb der Populationen und einem gewissen Grad an genetischer Differenzierung zwischen 
den Populationen ab. Daher wurde an C. calceolus eine AFLP-Analyse auf der Grundlage von 
XIN et al. (2013) gestartet. 
 
Die einzelnen Methoden werden im Kapitel 2.2.1 näher beschrieben. 
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit 
 
Die Populationen des Frauenschuhs gehen in ganz Europa stark zurück. Es gab schon mehrere 
Anstrengungen für Populationsstärkungen und Wiederansiedlungen des Frauenschuhs (2009 
und 2011 in Hessen (Information vom HLNUG), 2002 in Nordrhein-Westfalen (KLINGENSTEIN 
et al. 2002), 2006 – 2009 Aussaatexperimente in Hessen, Thüringen und Bayern (BRUNZEL 
2009, BRUNZEL 2010). Dennoch gibt es selten Erfolge zu verzeichnen. Zum einen liegt dies an 
biologischen Besonderheiten wie dem schwierigen Lebenszyklus, den speziellen 
Keimungsbedingungen unter Beteiligung einer Mykorrhiza und der besonderen 
Bodenansprüche. Zum anderen gibt es aber auch in Naturschutzbelangen Schwierigkeiten, so 
z.B. bei Wissenschaftlern und Behörden über Unsicherheiten, welches Saatgut für welche 
Gebiete geeignet und verwendet werden kann. Diese Arbeit untersucht unter Anwendung der 
molekularen Methoden ISSR, SRAP und AFLP die Frage der genetischen Diversität hessischer 
Populationen anhand der Hypothese, dass die hessischen Populationen von C. calceolus hoch 
divers sind, da sie am Rand des Verbreitungsareals liegen und als Vorpostenpopulationen 
Fragmentierung vom Gesamtareal erfahren. Als weitere Fragestellung ist zu klären, ob 
Unterschiede zu den Populationen in Thüringen und auf Rügen existieren. Als Hypothese liegt 
zugrunde, dass der Kontakt zwischen den hessischen und thüringischen Populationen zu einem 
genetischen Austausch und Homogenisierung der Bestände geführt hat, während hingegen die 
Rügener Population aufgrund der die natürlichen Ausbreitungsdistanzen überschreitenden 
räumlichen Distanz isoliert, und damit genetisch eigenständig ist. Resultierend aus diesen 
beiden Fragestellungen soll eine naturschutzfachliche Empfehlung gegeben werden, ob nur 
naheliegende Populationen für eine Populationsstärkung von C. calceolus verwendet werden 
können, um möglicherweise vorhandene und begonnene genetische Differenzierungsprozesse 
nicht zu verändern. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Pflanzen 
 
Im Auftrag des Hessischen Landesamts für Naturschutz, Umwelt und Geologie (HLNUG) 
(damals der Sachbereich Naturschutz des Servicezentrums Forsteinrichtung und Naturschutz 
(FENA) von Hessen-Forst) wurde im Jahr 2013 das Gutachten „Landesmonitoring 2013 des 
Frauenschuhs (C. calceolus) in Hessen (Art des Anhangs II und IV der FFH-Richtlinie)“ 
(BARTH & PLOß 2014) in Auftrag gegeben. Das Gutachten untersuchte die 46 bekannten 
hessischen Populationen und bewertete diese nach dem bundesdeutschen Bewertungsrahmen 
für den Bericht an die Europäische Union. Im Zuge der Begutachtung aller hessischen 
Populationen konnte in enger Zusammenarbeit mit der beauftragten Bürogemeinschaft 
„Sozietät Barth & Partner“ das benötigte Pflanzenmaterial sowie Samen gesammelt werden. Es 
wurden dazu alle benötigten Genehmigungen eingeholt. 
 
Es werden nur landesweite Übersichtskarten zur Verfügung gestellt (Abbildung 12). Karten der 
genauen Koordinaten der besammelten Gebiete können leider nicht veröffentlicht werden. 
C. calceolus ist eine Art des Anhangs II und IV und damit in Hessen strengstens geschützt. Die 
genauen Standorte werden nicht zur Verfügung gestellt, um Missbrauch und Ausgrabungen in 
den untersuchten Gebieten zu unterbinden. Sie sind jedoch im Rahmen der Dissertation 
punktgenau bekannt. 
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Abbildung 12: Populationen der Blatt- und Samenentnahme des Frauenschuhs in Hessen (HLNUG). Die 
Populationen 1 und 2 sind die Populationen, die in Thüringen besammelt wurden. Populationen 3 – 32 sind 
hessische Populationen und Population 33 ist eine Population aus Mecklenburg-Vorpommern. In der 
Population mit der Nummer 34 wurde eine Blatt- und Samenentnahme durchgeführt. Als Vergleich steht 
die Tabelle 1 zur Verfügung. 
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2.2 Blattproben 
 
Die ursprünglich 46 hessischen Populationen von C. calceolus wurden im Jahr 2013 aufgesucht 
und begutachtet. Nach Begutachtung der jeweiligen Populationsgrößen und deren Zustand 
wurden nach den Kriterien der Entnahmegenehmigung aus 30 Populationen jeweils 1-17 
Blattproben (keine Sprosse) entnommen. Dazu wurde auch die im Jahr 2013 noch vorhandene 
Pflanze aus dem Botanischen Garten Frankfurt beprobt und in diese Untersuchung mit 
einbezogen. Um kleine Populationen nicht zu gefährden, wurden neun hessische Populationen 
von einer Blattentnahme ausgenommen. Bei sieben Populationen konnten leider keine 
Vorkommen mehr nachgewiesen werden. Zusätzlich gelang es im Jahr 2014 aus zwei 
Populationen in Thüringen jeweils 15 und einer Population der Insel Rügen 10 Blattproben zu 
erhalten (Abbildung 8, die rotmarkierten Bereiche zeigen die Gebiete der Blattentnahme). Die 
beiden Populationen aus Thüringen stammen aus dem Raum Arnstadt und dem Saaletal. 
Insgesamt gelangen 195 Blattproben, wobei 155 Proben aus Hessen, 30 Blattproben aus 
Thüringen und 10 von der Insel Rügen stammen (Tabelle 1). Die erwähnte 34. Population ist 
auch die Population der Samenentnahme. 
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Tabelle 1: Anzahl der Blattproben von C. calceolus pro Population in und außerhalb Hessens (MTB = 
Messtischblatt; TK = Topografische Karte) (Die zwei Proben der Samenentnahme stammen aus der 34. 
Population.) Insgesamt gelangen 195 Blattproben, wobei 155 Proben aus Hessen, 30 Blattproben aus 
Thüringen und 10 aus Mecklenburg-Vorpommern stammen. (Angaben zur Population 33 mitunter aus 
JESCHKE (1964) ) 
Population TK-Blatt Bundesland Anzahl der Blattproben 
1 Thüringen 15 
2 Thüringen 15 
3 MTB 4422 Hessen 12 
4 MTB 4925 Hessen 17 
5 MTB 5525 Hessen 9 
6 MTB 4725 Hessen 4 
7 MTB 4725 Hessen 11 
8 MTB 4725 Hessen 2 
9 MTB 4725 Hessen 2 
10 MTB 4621 Hessen 16 
11 MTB 4621 Hessen 6 
12 MTB 4622 Hessen 6 
13 MTB 4621 Hessen 7 
14 MTB 4621 Hessen 6 
15 MTB 4521 Hessen 3 
16 MTB 5525 Hessen 1 
17 MTB 4827 Hessen 5 
18 MTB 4826 Hessen 1 
19 MTB 4826 Hessen 1 
20 MTB 4826 Hessen 2 
21 MTB 5623 Hessen 2 
22 MTB 5623 Hessen 12 
23 MTB 4824 Hessen 2 
24 MTB 4824 Hessen 2 
25 MTB 5525 Hessen 13 
26 MTB 5817 Hessen 2 
27 MTB 4622 Hessen 2 
28 MTB 4622 Hessen 2 
29 MTB 4622 Hessen 3 
30 MTB 4825 Hessen 1 
31 MTB 4524 Hessen 2 
32 MTB 4725 Hessen 2 
33 Mecklenburg-Vorpommern 10 
34 MTB 5525 Hessen 2 
 
 
Es wurde max. ¾ eines frischen Blattes von C. calceolus als Blattprobe verwendet und max. 
10 % der Pflanzen einer Population besammelt (Experteneinschätzung). Große Populationen 
wurden im Frühjahr/Sommer beprobt und kleine Populationen im Spätsommer, bevor der 
oberirdische Teil im Herbst abstirbt. Dadurch wurde vermieden, dass die kleinen Populationen 
zu sehr geschwächt werden. Die Blätter wurden einzeln in Teebeuteln transportiert und 
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ausreichend beschriftet (z.B. Standort, 1.Probe, usw.), um eine stetige Zuordnung der 
Herkunftsgebiete zu gewährleisten. Danach wurden die mit Blätter gefüllten Teebeutel in 
Plastiktüten mit dem Trocknungsmaterial Silicagel (CHASE & HILLS 1991) aufgefüllt. Das 
Silicagel wurde ständig überprüft und ausgetauscht, um die Restfeuchte aus den Blättern zu 
beseitigen. 
 
Es wurden nur Teile des Blattes der 195 gesammelten Blattproben für die Analyse im Labor 
benötigt. Die restlichen Blattteile wurden in der AG Spezielle Botanik im Institut für Botanik 
der Justus-Liebig-Universität in Gießen gelagert bzw. eingefroren (-80°C) und stehen künftig 
weiteren Analysen zur Verfügung. 
 
2.2.1 Laborarbeiten 
 
Die genetischen Analysen wurden im Labor des Botanischen Instituts, AG Spezielle Botanik 
an der Justus-Liebig-Universität Gießen durchgeführt. In den folgenden Abschnitten werden 
die Extraktion der Blattproben, die DNA-Messung, sowie die Methoden ISSR, SRAP und 
AFLP mit ihren Optimierungen näher erläutert. Zusätzlich wird die Samenaussaat mit den 
Substratzusammensetzungen und ihre Verarbeitung erklärt. 
 
2.2.1.1 Extraktion der Blattproben und DNA-Messung 
 
Nach der Nummerierung der getrockneten Proben erfolgte mittels Kugelschwingmühle (Retsch 
GmbH, Deutschland) eine mechanische Zerkleinerung von 1 x 1 cm pro Probe. Aus dem 
zerkleinerten Material wurde die DNA mittels Extraktion standardgemäß mit dem 
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) mit leichten Veränderungen (MÜLLER et al. 
2016) gewonnen.  
Mit dem Produkt der DNA-Extraktion wurde der DNA-Gehalt mit einem NanoPhotometer™ 
(Implen) gemessen. Dazu wurden 4 µl aus jeder Probe entnommen, um den DNA-Gehalt zu 
messen. Als Nullprobe dienten 4µl H2O. Die Messung des DNA-Gehalts jeder Probe wurde 
3mal wiederholt und daraus der Mittelwert ermittelt. Es wurde der „Lid-Factor“ 50 benutzt, 
wobei der gemessene DNA-Gehalt immer im vorgegeben Rahmen bei einer Konzentration von 
0,020 – 1,700 ng/µl lag. Zusätzlich wurde der DNA-Gehalt von einigen Proben mit einer 
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Gelelektrophorese überprüft, um unnötige Arbeitsschritte zu vermeiden. Die Gelelektrophorese 
wird im entsprechenden Kapitel näher erläutert.  
2.2.1.2 PCR 
Eine PCR ist die Abkürzung für „polymerase chain reaction“ und dient dazu, DNA mittels einer 
DNA-Polymerase zu vervielfältigen. In diesem Kapitel wird die PCR kurz erläutert, weil sie 
als Grundlage für die Methoden der ISSR, SRAP, AFLP dient. 
Zu einer herkömmlichen PCR, beschreibt MÜLHARDT (2009), gehören drei Schritte: 
Denaturierung, Annealing und Elongation (Abbildung 13). Der Denaturierungs-Schritt ist 
notwendig um die beiden Stränge der Ausgangs-DNA zu trennen (Eine Denaturierung wird bei 
94°C durchgeführt.). Im Anschluss erfolgt der Annealing-Schritt (Temperatur variiert nach 
Basen und Länge der Primersequenz), in dem die verwendeten Primer an die getrennten DNA-
Stränge hybridisieren. Im dritten Schritt, der Elongation, wird die Temperatur auf 72 °C erhöht, 
damit durch die Taq-Polymerase die Sequenzen der Primer verlängert werden und damit zwei 
gleiche DNA-Doppelstränge vorliegen (MÜLHARDT 2009). Der Ablauf dieser drei Schritte 
umfasst einen Zyklus. Umso höher die Zahl der Zyklen, umso höher die exponentielle 
Vervielfältigung (Es sollte dennoch beachtet werden, dass ab einer bestimmten Höhe der 
Vervielfältigung die Aussagekraft abnimmt.). 
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Abbildung 13: Schematische Darstellung von drei Zyklen in einer PCR. Der Denaturierungs-Schritt ist 
notwendig um die beiden Stränge der Ausgangs-DNA zu trennen. Im Anschluss erfolgt der Annealing-
Schritt, in dem die verwendeten Primer an die getrennten DNA-Stränge hybridisieren. Im dritten Schritt, 
der Elongation, wird die Temperatur auf 72 °C erhöht, damit durch die Taq-Polymerase die Sequenzen der 
Primer verlängert werden und damit zwei gleiche DNA-Doppelstränge vorliegen. Umso höher die Zahl der 
Zyklen, umso höher die exponentielle Vervielfältigung. (MÜLHARDT 2009) 
 
 
Um eine vorhandene genetische Diversität zwischen verschiedenen Populationen einer Art 
sichtbar zu machen, werden verschiedene Methoden verwendet. Im Folgenden werden, die in 
dieser Arbeit, verwendeten drei Methoden vorgestellt. 
 
2.2.1.3 ISSR (“Inter Simple Sequence Repeats”) 
 
Die ISSR-Methode ist die Abkürzung für „Inter Simple Sequence Repeats“ und besitzt eine 
hohe Leistungsfähigkeit und Effizienz mit einer guten Reproduzierbarkeit (ACHTELIK 2006, 
GEORGE et al. 2009, WANG et al. 2009b). ZIETKIEWICZ et al. (1994) schrieb: „Inter-SSR PCR 
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provides a novel fingerprinting approach applicable for taxonomic and phylogenetic 
comparisons and as a mapping tool in a wide range of organisms.“ (ZIETKIEWICZ et al. 1994).  
Für die genetische Untersuchung wurde diese Methode ausgewählt, weil nach SHARMA et al. 
(2013) die ISSR-Methode an Cymbidium (Orchidaceae) erfolgreich war und akzeptable 
Ergebnisse bot. Es wird hierbei ein spezieller Primer benutzt, der sich aus Di- oder 
Trinukleotidwiederholungen mit ein bis drei zusätzlichen Nukleotiden am 5‘ und/oder 3‘-Ende 
aufbaut (GUPTA et al. 1994, ZIETKIEWICZ et al. 1994). Neben ihrer hohen Effizienz und 
Reproduzierbarkeit (resultiert aus der Länge der Primer von ca. 16-20 bp) ist diese Methode 
auch kostengünstig. 
Für die Methode der ISSR wurde das Protokoll nach DOGAN et al. (2010) leicht verändert 
(Tabelle 2). Es wurde ein 25 µl Mastermix hergestellt, wobei die Menge an dNTP (2´-
Desoxyribonucleosid-5´-triphosphate, „Bausteine zur DNA-Synthese“) (Fermentas, Thermo 
Scientific) erhöht und die Menge an Probenmaterial verringert wurde. In den Einstellungen am 
Thermocycler (Mastercycler EP Gradient S, Eppendorf) wurden die Anzahl der Zyklen sowie 
die Annealing-Temperatur reduziert. 
 
Tabelle 2: ISSR-Protokoll mit Ausgangs-Mastermix (links) und den Ausgangs-Einstellungen für die PCR 
am Thermocycler (rechts) (verändert nach DOGAN et al. (2010))  
  1x (µl) 
 
PCR-Programm Temp. Zeit 
H2O 18,6 
 
Step 1     94°C 3 min 
10x Buffer (Fermentas) 2,5 
 
Step 2  94°C 30 sec 
Primer (10 pmol/µl) (MWG-Biotech) 0,5 
 
Step 3  61°C 30 sec 
dNTP (2 mM) (Fermentas) 2 
 
Step 4  72°C 1 min 
Dream Taq  (5 units/µl) (Fermentas) 0,4 
 
got to 2 35 Cycles   
Summe 24 
 
Step 5    72°C 10 min 
Probe  1 
 
Step 6 8°C hold 
 
 
Mit diesem Ausgangsprotokoll wurden die vorhandenen ISSR-Primer (Tabelle 3) getestet und 
Optimierungen vorgenommen. 
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Tabelle 3: Verwendete ISSR-Primer mit Ihren Sequenzen nach SHARMA et al. (2013) und DOGAN et al. 
(2010) (V = A,C oder G; H = A,C oder T) 
Primer  SeƋueŶz ;5′ - 3′Ϳ Referenz 
I-27 ACA CAC ACA CAC ACA CG Sharma et al. (2013) 
I-35 AGA GAG AGA GAG AGA GTC Sharma et al. (2013) 
I-845 CTC TCT CTC TCT CTC TGG Sharma et al. (2013) 
I-852 TCT CTC TCT CTC TCT CAA Sharma et al. (2013) 
ISSR-04 TGT GTG TGT GTG TGT GA Sharma et al. (2013) 
ISSR-05 VHV CTC TCT CTC TCT CTC T Dogan et al. (2010) 
ISSR-09 AGA GTT GGT AGC TCT TGA TC Sharma et al. (2013) 
ISSR-10 ACT TCC CCA CAG GTT AAC ACA Sharma et al. (2013) 
ISSR-12 CAT GGT GTT CAT CAT TGT TCC A Sharma et al. (2013) 
ISSR-4 GAC AGA CAG ACA Dogan et al. (2010) 
ISSR-F1 GAG CAA CAA CAA CAA CAA Dogan et al. (2010) 
ISSR-F2 CTC GTG TGT GTG TGT GTG T Dogan et al. (2010) 
ISSR-F5 AGA GAG AGA GAG AGA G Dogan et al. (2010) 
ISSR-F6 CCA CCA CCA CCA CCA Dogan et al. (2010) 
ISSR-F7 ACA CAC ACA CAC ACA C Dogan et al. (2010) 
ISSR-M8 ACA CAC ACA CAC ACA CAC G  Dogan et al. (2010) 
ISSR-M12 GAC ACG ACA CGA CAC GAC AC Dogan et al. (2010) 
ISSR-M15 CAC ACA CAC ACA CAC AAG Dogan et al. (2010) 
ISSR-N2 GTG GTG GTG GTG GTG  Dogan et al. (2010) 
 
 
Es wurden mit der ISSR-Methode 19 Primer, die in Tabelle 3 aufgelistet sind, getestet und für 
die Optimierungen der Protokolle verwendet. Dabei haben die Primer ISSR-12, I-845, I-852, 
ISSR-09 und ISSR-10 (SHARMA et al. 2013) die besten Ergebnisse geliefert. 
 
In den folgenden Tabellen werden nun die optimierten Protokolle für die einzelnen ISSR-
Primer aufgelistet. 
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Tabelle 4: Optimiertes PCR-Protokoll für die ISSR-Primer ISSR-12 und ISSR-10 (verändert nach DOGAN 
et al. (2010)) 
  1x (µl) 
 
PCR-Programm Temp. Zeit 
H2O 10,6 
 
Step 1     94°C 5 min 
10x Buffer (Fermentas) 2 
 
Step 2  94°C 40 sec 
Primer (10 pmol/µl) (Metabion) 2 
 
Step 3  57°C 1 min 30 sec 
dNTP (2 mM) (Fermentas) 2 
 
Step 4  72°C 2 min 
Mg++ (25 mM) 1,5 mM 1,2 
 
got to 2 40 Cycles   
DMSO (99,5 %)(Roth) 1 
 
Step 5    72°C 10 min 
Dream Taq  (5 units/µl) 
(Fermentas) 0,2 
 
Step 6 8°C hold 
Summe 19 
    
Probe  1 
    
 
Im Vergleich zu Tabelle 2 reduzierte sich bei den Primer ISSR-12 und ISSR-10 (Tabelle 4) die 
Menge des Mastermix auf 19 µl. Es wurden der Buffer (Fermentas, Thermo Scientific) auf 2 µl 
und die Dream Taq Polymerase (Fermentas, Thermo Scientific) auf 0,2 µl reduziert. Die Menge 
an Primer wurde auf 2 µl erhöht. Als zusätzliche Substanzen wurden Mg++ ((25 mM) 1,5 mM, 
Thermo Scientific) mit 1,2 µl und DMSO (Dimethylsulfoxid (10%), (Roth)) mit 1 µl 
hinzugefügt. Die Wassermenge wurde entsprechend angepasst. 
 
Tabelle 5: Optimiertes PCR-Protokoll für den ISSR-Primer I-845 (verändert nach DOGAN et al. (2010)) 
  1x (µl) 
 
PCR-Programm Temp. Zeit 
H2O 10,6 
 
Step 1     94°C 5 min 
10x Buffer (Fermentas) 2 
 
Step 2  94°C 40 sec 
Primer (10 pmol/µl) (Metabion) 2 
 
Step 3  51°C 1 min 30 sec 
dNTP (2 mM) (Fermentas) 2 
 
Step 4  72°C 2 min 
Mg++ (25 mM) 1,5 mM 1,2 
 
got to 2 40 Cycles   
Betain (Sigma-Aldrich) 3 
 
Step 5    72°C 10 min 
BSA (Fermentas) 0,3 
 
Step 6 8°C hold 
Dream Taq  (5 units/µl) 
(Fermentas) 0,2 
    
Summe 21,3 
    
Probe  1 
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Im Vergleich zu Tabelle 2 reduzierte sich bei dem Primer I-845 (Tabelle 5) die Menge des 
Mastermix auf 21,3 µl, wobei für den PCR-Ansatz nur 19 µl verwendet wurde. Es wurden der 
Buffer auf 2 µl und Dream Taq Polymerase auf 0,2 µl reduziert. Die Menge an Primer wurde 
auf 2 µl erhöht. Als zusätzliche Substanzen wurden Mg++ mit 1,2 µl, Betain (betaine 
monohydrate (5M) (Sigma-Aldrich)) mit 3 µl und BSA (Bovine Serum Albumin (10ng/µl), 
(Fermentas, Thermo Scientific)) mit 0,3µl hinzugefügt. Die Wassermenge wurde entsprechend 
angepasst. 
 
Tabelle 6: Optimiertes PCR-Protokoll für den ISSR-Primer I-852 (verändert nach DOGAN et al. (2010)) 
  1x (µl) 
 
PCR-Programm Temp. Zeit 
H2O 8,3 
 
Step 1     94°C 5 min 
10x Buffer (Fermentas) 2 
 
Step 2  94°C 40 sec 
Primer (10 pmol/µl) (Metabion) 2 
 
Step 3  47°C 1 min 30 sec 
dNTP (2 mM) (Fermentas) 2 
 
Step 4  72°C 2 min 
Mg++ (25 mM) 1,5 mM 1,2 
 
got to 2 40 Cycles   
Betain (Sigma-Aldrich) 3 
 
Step 5    72°C 10 min 
BSA (Fermentas) 0,3 
 
Step 6 8°C hold 
Dream Taq  (5 units/µl) 
(Fermentas) 0,2 
    
Summe 19 
    
Probe  1 
    
 
Im Vergleich zu Tabelle 2 reduzierte sich bei dem Primer I-852 (Tabelle 6) die Menge des 
Mastermix auf 19 µl. Es wurden der Buffer auf 2 µl und Dream Taq Polymerase auf 0,2 µl 
reduziert. Die Menge an Primer wurde auf 2 µl erhöht. Als zusätzliche Substanzen wurden 
Mg++ mit 1,2 µl, Betain mit 3 µl und BSA mit 0,3µl hinzugefügt. Die Wassermenge wurde 
entsprechend angepasst. 
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Tabelle 7: Optimiertes PCR-Protokoll für den ISSR-Primer ISSR-09 (verändert nach DOGAN et al. (2010)) 
  1x (µl) 
 
PCR-Programm Temp. Zeit 
H2O 10,6 
 
Step 1     94°C 5 min 
10x Buffer (Fermentas) 2 
 
Step 2  94°C 40 sec 
Primer (10 pmol/µl) (Metabion) 2 
 
Step 3  53°C 1 min 30 sec 
dNTP (2 mM) (Fermentas) 2 
 
Step 4  72°C 2 min 
Mg++ (25 mM) 1,5 mM 1,2 
 
got to 2 40 Cycles   
DMSO (99,5 %) (Roth) 1 
 
Step 5    72°C 10 min 
Dream Taq  (5 units/µl) 
(Fermentas) 0,2 
 
Step 6 8°C hold 
Summe 19 
    
Probe  1 
    
 
Im Vergleich zu Tabelle 2 reduzierte sich bei dem Primer ISSR-09 (Tabelle 7) die Menge des 
Mastermix auf 19 µl. Es wurden der Buffer auf 2 µl und Dream Taq Polymerase auf 0,2 µl 
reduziert. Die Menge an Primer wurde auf 2 µl erhöht. Als zusätzliche Substanzen wurden 
Mg++ mit 1,2 µl und DMSO mit 1 µl hinzugefügt. Die Wassermenge wurde entsprechend 
angepasst. 
 
Die verwendete DNA-Menge war bei allen getesteten Primer 1µl.  
Bei den fünf verwendeten ISSR-Primer wurden die pre-Denaturierung im 1.Schritt bei 94°C 
auf 5 Min. und die Denaturierung im 2.Schritt auf 40 Sekunden erhöht. Nach zahlreichen 
Optimierungsschritten lagen die optimalen Annealing-Temperaturen in 3.Schritt bei 57°C (I-
12 und ISSR10), 51°C (I-845), 47°C (I-852) und 53°C (ISSR09). Die Elongation im 4. Schritt 
wurde auf 2 Min. erhöht. Die Zyklen wurden auf 40 erhöht.  
Für die Darstellung der ISSR-PCR-Produkte wurde die Gelelektrophorese wie in Kapitel 
2.2.1.6 durchgeführt. 
 
2.2.1.4 SRAP (“Sequence-related Amplified Polymorphism”) 
Die SRAP-Methode hat sich in Untersuchungen genetischer Beziehungen von Populationen 
einzelner Arten bewährt (BUDAK et al. 2004) und ist wie die ISSR auch eine PCR-basierende 
Marker Technik, wobei in der SRAP-Methode, im Gegensatz zur ISSR-Methode, mit 2 Primer 
gearbeitet wird (LI & QUIROS 2001, JIA-LIN et al. 2014). Der forward-Primer besteht dabei aus 
17 Basen und der reverse-Primer aus 18 Basen, wobei die beiden Primer am 5‘-Ende eine 
sogenannte „filler“-Sequenz von 10 (forward-Primer) oder 11 Basen (reverse-Primer) 
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aufweisen. Danach folgt beim forward-Primer die Basenfolge „CCGG“ und beim reverse-
Primer „AATT“ und jeweils drei selektive Basen zum 3‘-Ende hin (Tabelle 9) (LI & QUIROS 
2001). Durch die Verwendung von zwei unterschiedlichen Primern erfolgt als Ergebnis eine 
höhere Anzahl an Banden als bei der ISSR-Methode. Die SRAP-Methode hat sich durch die 
sequenzbezogene Amplifizierung und ein weites Anwenderspektrum als effektiv und 
zuverlässig erwiesen (DING et al. 2008, CAI et al. 2011, LI et al. 2014) und soll informativer 
sein als AFLP, RAPD und SSR Marker (BUDAK et al. 2004).  
Für eine genetische Untersuchung wurde SRAP als zweite Methode ausgewählt, weil nach JIA-
LIN et al. (2014) die SRAP-Methode an Paphiopedilum micranthum TANG & F.T.WANG (zu 
der Familie der Orchidaceae gehörend) erfolgreich war. 
 
Für die Methode der SRAP wurde das Protokoll verändert nach JIA-LIN et al. (2014) verwendet 
(Tabelle 8).  
 
Tabelle 8: SRAP-Protokoll mit Ausgangs-Mastermix und den Ausgangs-Einstellungen für die PCR am 
Thermocycler (verändert nach JIA-LIN et al. (2014))   
  1x (µl) 
 
PCR-Programm Temp. Zeit 
H2O 11,44 
 
Step 1     94°C 3 min 
10x Buffer (Fermentas) 2 
 
Step 2  94°C 1 min 
Primer forward (10pmol/µl) (Metabion) 0,2 
 
Step 3  35°C 1 min 
Primer reverse (10pmol/µl) (Metabion) 0,2 
 
Step 4  72°C 1 min 
dNTP (2 mM) (Fermentas) 2 
 
got to 2 5 Cycles   
dream Taq (5units/µl) (Fermentas) 0,16 
 
Step 5  94°C 1 min 
Summe 16 
 
Step 6 50°C 1 min 
Probe (10ng/µl) 4 
 
Step 7 72°C 1 min 
   
got to 5 30 Cycles   
   
Step 8 72°C 10 min 
   
Step 9 8°C hold 
 
 
Mit diesem Ausgangsprotokoll wurden die folgenden SRAP-Primer (Tabelle 9) mit den Proben 
von C. calceolus getestet. 
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Tabelle 9: Verwendete SRAP-Primer mit Ihren Sequenzen nach JIA-LIN et al. (2014)  
Primerkombinationen Foƌǁaƌd pƌiŵeƌ ;5′ - 3′Ϳ Reǀeƌse pƌiŵeƌ ;5′ - 3′Ϳ Referenz 
Me1 - Em9 TGA GTC CAA ACC GGA TA GAC TGC GTA CGA ATT CGA Jia-Lin et al. (2016) 
Me5 - Em2 TGA GTC CAA ACC GGA AG GAC TGC GTA CGA ATT TGC Jia-Lin et al. (2016) 
 
In der folgenden Tabelle wird nun das optimierte Protokoll für beide Primerkombinationen 
aufgelistet. 
 
Tabelle 10: Optimiertes PCR-Protokoll für die SRAP-Primerkombinationen Me1-Em9 und Me5-Em2 
(verändert nach JIA-LIN et al. (2014)) 
  1x (µl) 
 
PCR-Programm Temp. Zeit 
H2O 11,04 
 
Step 1     94°C 3 min 
10x Buffer (Fermentas) 2 
 
Step 2  94°C 1 min 
Primer forward (10pmol/µl) (Metabion) 0,4 
 
Step 3  35°C 1 min 
Primer reverse (10pmol/µl) (Metabion) 0,4 
 
Step 4  72°C 2 min 
dNTP (2 mM) (Fermentas) 2 
 
got to 2 5 Cycles   
dream Taq (5units/µl) (Fermentas) 0,16 
 
Step 5  94°C 1 min 
Summe 16 
 
Step 6 50°C 1 min 
Probe (10ng/µl) 4 
 
Step 7 72°C 2 min 
   
got to 5 30 Cycles   
   
Step 8 72°C 10 min 
   
Step 9 8°C hold 
 
 
Im Vergleich zu Tabelle 8 erhöhte sich bei beiden SRAP-Primerkombinationen die Menge der 
Primer auf 0,4 µl. Die Wassermenge wurde entsprechend angepasst. Bei beiden SRAP-
Primerkombinationen erhöhte sich die Elongation im 4. und 7. Schritt auf 2 Minuten. 
 
2.2.1.5 AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”) 
Mittels der AFLP-Methode von VOS et al. (1995) können, ähnlich der beiden anderen 
Methoden, Aussagen über die genetische Ähnlichkeit oder Unähnlichkeit zwischen Individuen 
einer Population bzw. zwischen Populationen einer Art festgestellt werden. Diese Methode 
zeichnet sich einerseits durch einen regelmäßigen und positiven Einsatz in der Beurteilung der 
genetischen Diversität von Populationen (MARIETTE et al. 2002, NYBOM 2004) als robust und 
reproduzierbar, auch an großen Genomen (WEISING et al. 2005), aus. Andererseits ist es aber 
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ein sehr komplexes Verfahren, in dem schneller Fehler produziert werden und unter Umständen 
Fehlinterpretationen (z.B. durch Banden, die durch nicht bindende Primer entstanden sind) 
auftreten können. Durch genetische Veränderungen (z.B. Mutationen) innerhalb der Individuen 
entstehen Unterschiede in der Anzahl der möglichen DNA-Schnittstellen. Dadurch entstehen 
in einer genetischen Untersuchung pro Individuum unterschiedlich lange DNA-Fragmente, 
deren Länge zwischen den Individuen einer Art verglichen werden können.  
Mit Hilfe der AFLP-Methode wird die DNA der Individuen zuerst mittels Restriktionsenzyme 
in Fragmente (typische Fragmentlänge: 50 – 500 bp) zerschnitten, an denen in der Ligation 
Primeradapter mit definierten Sequenzen an beiden Enden ligieren (WEISING et al. 2005). Diese 
vorgefertigten Restriktionsfragmente mit ihren Adaptern liefern in den nachfolgenden PCR-
Reaktionen (preselektive (pre) und selektive (sel) PCR) Bindungsstellen für die verwendeten 
Primer. Die Primer müssen genau auf die Adapter abgestimmt sein, sonst erfolgt keine 
Amplifikation dieser Restriktionsfragmente. In der selPCR verwendet man einen Primer mit 
der gleichen Sequenz wie in der prePCR und fügt zusätzlich noch drei spezifische Basen an, 
um eine höhere Selektivität und eine Reduktion der Restriktionsfragmente zu erzielen. Umso 
mehr PCR-Durchgänge mit unterschiedlichen Primer verwendet werden, umso spezifischer 
sind die Fragmente, die amplifiziert werden. Durch die Anzahl bzw. Selektivität (Menge an 
Basen bzw. Nukleotiden) der verwendeten Primer kann das PCR-Produkt bzw. die Menge an 
amplifizierten Restriktionsfragmenten im PCR-Produkt reguliert werden.  
Für die genetische Untersuchung wurde diese Methode ausgewählt, weil nach XIN et al. (2013) 
die AFLP-Methode an Populationen von C. japonicum, derselben Gattung zugehörend wie 
C. calceolus, erfolgreich war und trotz des großen Genoms Ergebnisse bot. 
 
Um alle Proben aus der DNA-Extraktion mit ihren unterschiedlichen DNA-Gehalten weiter 
verarbeiten zu können, wurden für die AFLP-Methode alle Proben auf ca. 30 ng/µl DNA 
verdünnt. Bei einem höheren DNA-Gehalt wurde die Probe dementsprechend mit Wasser 
verdünnt. Bei niedrigerem DNA-Gehalt wurde im Protokoll der Restriktion dementsprechend 
eine höhere Menge an Probenmaterial und eine niedrigere Menge an Wasser verwendet. 
 
Für die Durchführung der AFLP-Methode wurde als Grundlage das Protokoll von VOS et al. 
(1995) verwendet (Tabelle 11 und Tabelle 12).  
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Tabelle 11: Protokoll der preselektiven PCR nach VOS et al. (1995)  
Substanz 
Einzelansatz 
(µl) 
H2O 18,5 
PCR-Puffer (incl.15 mM MgCl2) (10x) (Fermentas) 2,5 
dNTP-Mix (10 mM each) (Fermentas) 2,5 
Primer EpA (0,1-0,5 µM) (MWG Biotech) 0,5 
Primer MpC (0,1-0,5 µM) (MWG Biotech) 0,5 
Taq-Polymerase (Dream-Taq) (Fermentas) 0,1 
Volumen 24,6 
 
 
 
Tabelle 12: Protokoll der selektiven PCR nach VOS et al. (1995)  
Substanz 
Einzelansatz 
(µl) 
H2O 8,7 
PCR-Puffer (incl.15 mM MgCl2) (10x) (Fermentas) 1,1 
dNTP-Mix (10 mM each) (Fermentas) 0,28 
Primer EpA NN (1µM) (MWG Biotech) 0,42 
Primer MpC NN (5µM) (MWG Biotech) 0,42 
Taq-Polymerase (Dream-Taq) (Fermentas) 0,07 
Volumen 10,99 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 39 
Tabelle 13: Verwendete Restriktionsenzyme bzw. AFLP-Primer mit Ihren Schnittstellen bzw. Sequenzen 
nach VOS et al. (1995) und teilweise verändert nach XIN et al. (2013) 
Name   SĐhŶittstelleŶ ďzǁ. SeƋueŶz ;5′ - 3′Ϳ Referenz 
Eco RI Restriktionsenzym 5'...G↓A A T T C...3'  Vos et al. (1995) 
  3'...C T T A A↑G...5'  
Not1 Restriktionsenzym 5'...G C↓G G C C G C...3'  New England BioLabs GmbH 
  3'...C G C C G G↑C G...5'  
Not1+ Primeradapter GGC CCT CAG GAC TCA T metabion international AG 
EA+/- (Eco +/-) Primeradapter (Eco-) 5' - AATTGGTACGCAGTCTAC - 3' metabion international AG 
  
(Eco+) 5' - CTCGTAGACTGCGTACC - 3'  
E03  Primer GAC TGC GTA CCA ATT CG verändert nach Xin et al. (2013) 
E78 (FAM)  Primer GAC TGC GTA CCA ATT CGT T verändert nach Xin et al. (2013) 
M03 Primer GAT GAG TCC TGA GTA AG Vos et al. (1995) 
M67  Primer GAT GAG TCC TGA GTA AGC A Xin et al. (2013) 
M67+A Primer GAT GAG TCC TGA GTA AGC AA verändert nach Xin et al. (2013) 
M67+T Primer GAT GAG TCC TGA GTA AGC AT verändert nach Xin et al. (2013) 
M70  Primer GAT GAG TCC TGA GTA AGC T Xin et al. (2013) 
M70+A Primer GAT GAG TCC TGA GTA AGC TA verändert nach Xin et al. (2013) 
M70+C Primer GAT GAG TCC TGA GTA AGC TC verändert nach Xin et al. (2013) 
M70+T Primer GAT GAG TCC TGA GTA AGC TT verändert nach Xin et al. (2013) 
preNot1 Primer GAT GAG TCC TGA GGG CCA metabion international AG 
selNot1 Primer GAT GAG TCC TGA GGG CCA CTG metabion international AG 
 
Es wurden mit der AFLP-Methode 12 Primer, die in Tabelle 13 aufgelistet sind, getestet und 
optimiert. Dabei haben die Primerkombinationen preNot1 und E03 (prePCR) und selNot1 und 
E78 (selPCR) in Verbindung mit den Restriktionsenzymen Not1 und Eco RI (Restriktion) und 
den Primeradaptern Not1+ und EA +/- (Ligation) die besten Ergebnisse geliefert.  
 
Der Primer E78 ist FAM (6-Carboxy-Fluorescein) gelabelt, d.h. er ist mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff FAM versehen, wodurch die Fragmente mit diesem Primer markiert sind 
und für eine bessere Erstellung eines digitalen Bandenmusters (Kapitel 2.2.1.6) genutzt werden. 
Das Restriktionsenzym Not1 ist ein sogenanntes methylisierungssensitives Restriktionsenzym, 
welches die DNA-Stränge nur schneidet, wenn eine Methylisierung auf dem DNA-Strang 
vorhanden ist. Damit erreicht man eine höhere Selektion an Fragmenten und im Nachhinein 
eine Minimierung des PCR-Produkts. 
 
In den folgenden Tabellen werden nun die optimierten Protokolle für die oben genannten 
Primer, -adapter und Restriktionsenzyme aufgelistet. 
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Tabelle 14: Optimiertes PCR-Protokoll der Restriktion in der AFLP-Methode für die Restriktionsenzyme 
Not1 und Eco RI. Der Mastermix der Restriktion (linke Tabelle) und 10 µl DNA pro Probe wurden bei 37°C 
für 3 Stunden inkubiert (rechte Tabelle) (verändert nach VOS et al. (1995)). 
  1x (µl) 
 
PCR-Programm Temp. Zeit 
H2O 7,1 
 
Step 1     37°C 3 h 
10x BufferY/Tango (Fermentas) 2,5 
 
Step 2  65°C 20 min 
Eco RI (10 Units/µl) (Fermentas) 0,25 
 
Step 3  4°C hold 
Not1 (10 Units/µl) (Metabion) 0,15 
    
Summe 10 
    
 
Der Mastermix der Restriktion und 10 µl DNA pro Probe wurden bei 37°C für 3 Stunden 
inkubiert.  
 
Tabelle 15: Optimiertes PCR-Protokoll der Ligation in der AFLP-Methode für die Primeradapter Not1+ 
und EA +/-. Jeweils 5µl Mastermix der Ligation wurde zu jedem Produkt der Restriktion hinzugefügt und 
bei 37°C für eine Stunde im Heizblock inkubiert (verändert nach VOS et al. (1995)).  
  1x (µl) 
H2O 3 
10x Ligase-Puffer (Fermentas) 0,5 
EA +/- (5 pmol) (MWG Biotech) 0,5 
Not1+ (Metabion) 0,5 
T4-Ligase (~2 U, Fermentas) 0,5 
Summe 5 
 
Jeweils 5µl Mastermix der Ligation wurde zu jedem Produkt der Restriktion hinzugefügt und 
bei 37°C für eine Stunde im Heizblock inkubiert. 
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Tabelle 16: Optimiertes PCR-Protokoll der prePCR in der AFLP-Methode für die Primerkombination 
preNot1 und E03. Zu jedem Mastermix der prePCR (24,6 µl, linke Tabelle) wurden 6,71 µl 
Ligationsprodukt hinzugefügt und im Thermocycler 30 Zyklen durchlaufen (rechte Tabelle) (verändert 
nach VOS et al. (1995)). 
  1x (µl) 
 
PCR-Programm Temp. Zeit 
H2O 18,5 
 
Step 1     94°C 3 min 
PCR-Puffer (inkl. 20 mM MgCl2) (10x) 
(Fermentas) 2,5 
 
Step 2  94°C 30 sec 
Primer E03  (Metabion) 0,5 
 
Step 3  63°C 1 min 
Primer preNot1 (Metabion) 0,5 
 
Step 4  72°C 1 min 
dNTP-Mix (10 mM each) (Fermentas) 2,5 
 
got to 2 30 Cycles   
Dream Taq Polymerase (5 units/µl) 
(Fermentas) 0,1 
 
Step 5    72°C 7 min 
Summe 24,6 
 
Step 6 8°C hold 
 
Zu jedem Mastermix der prePCR (24,6 µl) wurden 6,71 µl Ligationsprodukt hinzugefügt und 
im Thermocycler 30 Zyklen durchlaufen. 
 
Nach der prePCR wurde mittels Nanophotometer überprüft, ob nach der Restriktion, Ligation 
und prePCR eine Amplifizierung der DNA stattfand. Dazu wurden 4 µl aus jeder Probe 
entnommen, um den DNA-Gehalt zu messen. Als Nullprobe diente dazu 4 µl Mastermix der 
prePCR ohne DNA-Probe. Die Messung des DNA-Gehalts jeder Probe wurde für eine 
Berechnung des Mittelwerts dreimal wiederholt und alle Proben auf 30 ng/µl verdünnt, um sie 
für die selPCR vorzubereiten. Zusätzlich wurde der DNA-Gehalt von einigen Proben mit einer 
Gelelektrophorese überprüft, um sicher zu gehen, dass der Inhalt der Proben auch unseren 
Erwartungen entsprach und keine unnötigen Arbeitsschritte verursacht. Die Gelelektrophorese 
wird im nächsten Kapitel näher erläutert. 
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Tabelle 17: Optimiertes PCR-Protokoll der selPCR in der AFLP-Methode für die Primerkombination 
selNot1 und E78. Jeweils 1,8 µl des Produkts der pre-PCR wurde zu 10 µl Mastermix der selPCR (linke 
Tabelle) gemischt und wieder für 30 Zyklen (rechte Tabelle) im Thermcycler laufen gelassen (verändert 
nach VOS et al. (1995)). 
  1x (µl) 
 
PCR-Programm Temp. Zeit 
H2O 8,7 
 
Step 1     94°C 3 min 
PCR-Puffer (inkl. 20 mM MgCl2) (10x) 
(Fermentas) 1,1 
 
Step 2  94°C 30 sec 
Primer E78 (Metabion) 0,42 
 
Step 3  55°C 1 min 
Primer selNot1 (Metabion) 0,42 
 
Step 4  72°C 1 min 
dNTP-Mix (10 mM each) (Fermentas) 0,28 
 
got to 2 30 Cycles   
Dream Taq Polymerase (5 units/µl) 
(Fermentas) 0,07 
 
Step 5    72°C 7 min 
Summe 10,99 
 
Step 6 8°C hold 
 
Jeweils 1,8 µl des Produkts der pre-PCR wurde zu 10 µl Mastermix der selPCR gemischt und 
wieder für 30 Zyklen im Thermcycler laufen gelassen. 
 
2.2.1.6 Gel-Elektrophorese 
 
Die Gel-Elektrophorese wurde zum einen für die Darstellung der PCR-Produkte der Methoden 
ISSR und SRAP genutzt und zum anderen für die Überprüfung der prePCR Produkte aus der 
AFLP-Methode. Dazu wurde ein 2 %iges Agarosegel hergestellt und erhitzt. Nach kurzem 
Abkühlen unter ständigem Rühren wurde das flüssige Agarosegel in eine Gelkammer gegossen 
und ein Kamm für die Taschen hinzugefügt. Nach dem Erkalten (ca. 30 min) und der 
Herausnahme des Kammes wurden für jede Probe 4 µl des PCR-Produkts mit 3 µl SYBR®Gold 
(Firma SYBR® Gold (Invitrogen™)) vermischt und in die vorgefertigten Taschen hinein 
pipettiert. Um die entstehenden Banden der Proben beurteilen und messen zu können, dienten 
7 µl des Größenstandards (GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas Life Science), 
der zusätzlich in freigelassenen Taschen im Agarosegel aufgetragen wurde. Das Agarosegel 
mit den Proben und dem Größenstandard lief in der Gel-Elektrophorese bei 80 V für 45 Minuten 
(Spannungsgerät: EPS 301 Power Supply, Amersham Pharmacia Biotech). Nachdem die Gel-
Elektrophorese abgeschlossen war, wurden im Agarosegel die amplifizierten Fragmente der 
PCR unter UV-Bestrahlung (N90M, UV-Flächenstrahler, MW 312 nm) begutachtet und per 
Foto (PowerShot A70, Canon) dokumentiert. In den Methoden der ISSR und SRAP wurden die 
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entstandenen Bandenmuster manuell in eine 0/1-Matrix übertragen, wobei die „1“ für eine 
vorhandene Bande und die „0“ für eine nichtvorhandene Bande stand. Die Erstellung der 0/1-
Matrix erfolgte in Excel 2010 & 2016 (Microsoft Corporation). In der Methode der AFLP 
wurden die Proben nach der selPCR zur Analyse in ein Labor (LGC Forensics IfB, LGC GmbH) 
geschickt und per Sequenzer ein digitales Bandenmuster der Proben erstellt. 
Diese Daten würden mittels Genographer (BENHAM et al. 1999) in eine 0/1-Matrix übertragen. 
Aber aufgrund einer ungenügenden Erkennung der einzelnen Banden in der automatischen 
Analyse in Genographer erfolgte auch in der Auswertung der AFLP-Daten eine manuelle 
Übertragung der Daten in eine 0/1-Matrix. 
 
 
2.2.1.7 Statistik 
 
Für die statistische Datenanalyse der beprobten Populationen aus Hessen, Thüringen und von 
Rügen wurden die 5 Programme „AFLPsurv“, „GenAlEx“, „ARLEQUIN“, „R“ und 
„STRUCTURE“ verwendet.  
AFLPsurv (Software AFLPsurv 1.0, VEKEMANS (2002)) berechnet die genetische Diversität 
und populationsgenetische Strukturen von Individuen bzw. Populationen, die z.B. aus Daten 
der AFLP, ISSR, SRAP analysiert wurden und berechnet daraus genetische Distanzmatrizen 
zwischen Populationen. Diese Berechnung basiert auf Allelfrequenzen, die dominant und aus 
zwei Allelen (ein dominantes Marker-Allel für das Vorhandensein einer Bande an einer 
bestimmten Position und ein rezessives Null-Allel für die Abwesenheit der Bande) bestehen 
(VEKEMANS 2002). Nach dem Ansatz von LYNCH & MILLIGAN (1994) ermittelt AFLPsurv die 
durchschnittliche, voraussichtliche Heterozygotie der Marker-Loci (Nei’s gene diversity (He)), 
welche als Maß für die genetische Diversität benutzt wird, und den Prozentsatz der 
polymorphen Loci (PLP) (VEKEMANS 2002). Als Grundlage diente für AFLPsurv die 0/1-
Matrix, welche nach der Gelelektrophorese manuell in eine Excel-Tabelle übertragen wurde. 
Die entstandenen 0/1-Matrizen der ISSR- und der AFLP-Methoden befinden sich im Anhang.  
 
GenAlEx ist ein „Add on“ für Excel und beinhaltet eine Menge populationsgenetischer 
Optionen, wie frequenzbasierende (F-Statistik, Heterozygotie, Populationszuordnungen) und 
distanzbasierende Analysen (AMOVA, PCoA, Manteltest) (PEAKALL & SMOUSE 2006). Für 
die Untersuchungen an den Proben von C. calceolus wurde aus dem Add on die PCoA 
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(Principal Coordinates Analysis) benutzt, womit prozentuale Variationen zwischen vorher 
bestimmten Gruppen ermittelt werden können. Dazu wurden alle Proben in 7 Regionen (und 
nicht in einzelnen Populationen), wie im Ergebnisteil zu sehen, unterteilt, weil sonst die 
Populationen mit nur einer Probe in der Berechnung von GenAlEx nicht berücksichtigt werden. 
Das Ergebnis der Auswertung wurde in Excel 07 grafisch dargestellt. Anhand der grafischen 
Darstellung können Rückschlüsse gezogen werden, in wie weit die einzelnen Individuen in den 
einzelnen Regionen Gemeinsamkeiten oder Unterschiede bzw. Zugehörigkeiten bilden. Als 
Grundlage diente auch hier die entstandenen 0/1-Matrizen der ISSR- und der AFLP-Methoden, 
die im Anhang zu finden sind. 
 
ARLEQUIN ist in der Populationsgenetik ein statistisches Analyseprogramm mit vielen 
Funktionen, welches auf große Datenmengen ausgerichtet ist, um Informationen über 
genetische und demografische Merkmale der gesammelten Proben zu erhalten (EXCOFFIER 
& LISCHER 2010). Eines dieser Funktionen von ARLEQUIN ist die AMOVA (analysis of 
molecular variance), ein statistisches Verfahren basierend auf Varianzanalysen von 
Genfrequenzen zur Untersuchung von populationsgenetischen Strukturen unter 
Berücksichtigung der Anzahl von Mutationen zwischen molekularen Haplotypen (EXCOFFIER 
et al. 1992) (individuen-, populations- oder artspezifische Nukleotidsequenzvarianten in einem 
bestimmten Chromosomenabschnitt, in der mitochondrialen oder plastidären DNA (STORCH et 
al. 2013)). Die Varianzanalysen erlauben durch einen paarweisen Vergleich der Proben eine 
Partitionierung der genetischen Variationen auf Individuenebene (innerhalb der Populationen 
(FST)), Populationsebene (zwischen den Populationen innerhalb der Gruppen (FSC)) und 
Regionenebene (zwischen den Gruppen (FCT)). Die berechneten FST-, FSC- und FCT – Werte 
befinden sich stets im Bereich von 0 – 1, wobei 0 keine genetischen Unterschiede zwischen 
Proben bzw. keine unterschiedlichen Haplotypen und 1 den höchsten Grad der Differenzierung 
aufzeigt (WRIGHT 1978). Die Signifikanz wurde unter Verwendung von 10000 Permutationen 
(beinhaltet Randomisierunstests, exakte Tests) ermittelt. Als Grundlage diente auch hier die 
0/1-Matrix, wobei die Matrix für die AMOVA in ARLEQUIN speziell formatiert werden 
musste (Anhang). Die AMOVA in ARLEQUIN wurde aufgrund eines höheren 
Informationsgehalts der Ergebnisse, im Gegensatz zu anderen Statistikprogrammen, für die 
Auswertung ausgewählt. 
 
R ist eine Programmiersprache für statistischen Berechnungen mit zahlreichen Grafiken und 
Werkzeugen zur Datenanalyse, welche durch Schreiben von Funktionen und Paketen erweitert 
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werden kann (DIXON 2003). Eines dieser Pakete ist das, für Ökologen nützliche und auf große 
Datenmengen ausgerichtete, 'vegan' Packet (OKSANEN et al. 2008), was neben diversen 
Funktionen auch einen Manteltest, mit dem eine Bearbeitung von Distanzmatrizen möglich ist, 
beinhaltet (DIXON 2003). Mit einem Manteltest kann die Korrelation zwischen genetischen und 
geografischen Daten ermittelt werden unter Verwendung einer genetischen und einer 
geografischen Distanzmatrix (Anhang), um eine möglicherweise vorhandene Isolation von 
Populationen aufgrund der Distanz beurteilen zu können (DINIZ-FILHO et al. 2013). Als 
Grundlage dienten hierbei die genetische Distanzmatrix der AFLPsurv-Analyse (ermittelte 
„pairwise FST-Werte“) und die geografische Distanzmatrix, die mit GenAlEx angefertigt wurde 
(Anhang). Die Signifikanz wurde unter Verwendung von 999 Permutationen ermittelt. 
 
Mittels der Software STRUCTURE Version 2.3.3 (PRITCHARD et al. 2000) wurde die 
genetische Zugehörigkeit der Proben zu genetischen Clustern anhand des Genotyps ohne eine 
vorher vorgegebene Zuordnung in Regionen oder Populationen untersucht.  
„Dabei werden in mehreren Wiederholungen die Zuordnungswahrscheinlichkeiten jedes 
Individuums zu jedem Cluster ermittelt sowie eine Gesamtwahrscheinlichkeit P für jede 
vorgegebene Anzahl K von Clustern.“ (LIESEBACH 2012) (10 Wiederholungen pro Lauf für 
jeden ausgewählten Cluster (K = 1 – 34), 100 000 MCMC (Markov-Chain-Monte-Carlo-
Verfahren (Algorithmen, die Stichproben aus Wahrscheinlichkeitsverteilungen ziehen))). Die 
Identifizierung des wahrscheinlichsten K, delta K (EVANNO et al. 2005), wurde mit 
STRUCTURE HARVESTER bestimmt (EARL & VONHOLDT 2012). Anhand der Daten wurden 
die entsprechenden Diagramme mit DISTRUCT dargestellt (ROSENBERG 2004). Als Grundlage 
diente auch hier die 0/1-Matrix. 
 
Für die Auswertung der genannten Programme wurden die Daten der ISSR- sowie der AFLP-
Analyse unter den angegebenen Bedingungen verwendet.  
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2.3 Samenentnahme 
 
Die Auswahl der Population (Tabelle 1) für die Samenentnahme erfolgte nach zwei Kriterien. 
Zum einen musste die Population samenstark sein, d.h. es mussten im Jahr der Samenentnahme 
mindestens 5 Kapseln entwickelt sein. Zum anderen durften die Kapseln nicht vollständig 
ausgereift sein, d.h. wenn möglich sollten die Kapseln im grünen unreifen Stadium gesammelt 
werden (mündl. Mitteilung von Herrn Keller). Nach diesen Kriterien konnte im Jahr 2013 nur 
eine Population für die Samenentnahme aus dem MTB 5525 herangezogen werden. 
Wie schon bei der Blattentnahme unter 2.2 beschrieben, können die genauen Koordinaten des 
besammelten Gebietes in dieser Arbeit leider nicht öffentlich zur Verfügung gestellt werden. 
Die genauen Koordinaten sind aber im Rahmen der Dissertation punktgenau bekannt. 
 
2.3.1 Herstellung des Aussaatmediums 
 
Das Substrat für die Aussaat der Frauenschuhsamen setzt sich aus einem Aussaatmedium, einer 
Spurenelementlösung und einer weiteren Zutatenliste zusammen, die im Folgenden erläutert 
werden. 
Das Aussaatmedium (CaCO3, Masse: 40,485 g) wurde mit 1,8 Liter destilliertem Wasser mit 
einem Pürierstab solange gemixt bis alle groben Teile verschwunden waren. Die entstandene 
Lösung wurde auf 50 °C erhitzt. 
 
Tabelle 18: Spurenelementlösung nach NITSCH & NITSCH (1969).  
Zutat Menge (auf 1L H2O dest.) 
H2SO4 spez.Dichte 1,84 0,5 ml 
MnSO4 2,2 g 
ZnSO4 0,5 g 
H3BO3 0,5 g 
CuSO4 0,016 g 
Na2MoO4 0,025 g 
CoCl2 0,046 g 
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Es wurden 2 ml der zusammengestellten Spurenelementlösung (NITSCH & NITSCH 1969) 
(Tabelle 18) zu den 1,8 Liter der Lösung pipettiert (mündl. Mitteilung von Herrn Keller). 
Danach wurde der pH-Wert auf 5,8 justiert. Die Lösung mit den Spurenelementen wurde erhitzt 
bis der Agar aufgelöst war. Nach Aufteilung der Lösung in kleinere Gefäße erfolgte die 
Sterilisation mittels Autoklav (Tuttnauer 2540EL, Programm: Festkörper bei 120°C für 20 
min). Die sterile Lösung wurde jeweils auf ein Liter pro Gefäß aufgeteilt. Es wurden zwei 
verschiedene Lösungen hergestellt. Ein Liter wurde mit jeweils 150 mg Pepton und 1 g 
Aktivkohlepulver versetzt, wobei der andere Liter unbehandelt blieb. Beiden 1 Liter-Lösungen 
wurden nach MALMGREN (1992) BAP (Benzylaminopurin), Gibberellinsäure, 
Kokosnusswasser, Ananassaft und Kartoffel hinzugefügt (Tabelle 19). 
 
Tabelle 19: Zutatenliste verändert nach MALMGREN (1992)  
Zutat Menge (auf 1 L Medium) 
BAP 0,5 ml 
Gibberellinsäure 0,5 mg 
Kokosnusswasser 50 ml 
Ananassaft 20 ml 
Kartoffel (püriert) 20 g 
 
 
Nach Fertigstellung der beiden Lösungen erfolgte das Abfüllen der flüssigen Agarlösung in 
insgesamt 155 autoklavierte Tubes unter sterilen Bedingungen, wobei diese schräg aufgestellt 
wurden, damit mehr Oberfläche für die Samenaussaat entstand. Die Tubes wurden mit 
autoklavierten Deckeln verschlossen, nach 30 min war der Agar fest und erkaltet. 
 
2.3.2 Verarbeitung der gesammelten Samenkapseln 
 
Von C. calceolus wurden im Jahr 2013 zwei Kapseln gesammelt. Unter der Sterilbank wurden 
mit sterilen Pinzetten, Rasierklingen und Spatel die gesammelten Kapseln in einer 
autoklavierten Petrischale halbiert. Um die Anzahl der Keime auf der Kapsel zu reduzieren, 
wurden die Kapseln mehrmals mit Ethanol abgeflammt (PRENDERGAST 2010).  
Die mit der Agarlösung vorbereiteten Tubes wurden geöffnet und die Samen darin sorgfältig 
verteilt. Alle Samen wurden an zwei Terminen innerhalb von zwei Wochen in insgesamt 
94 Tubes gesät, wobei 47 Tubes davon Pepton und Aktivkohle enthielten.  
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Es erfolgte nach der Aussaat eine Aufteilung der Tubes in drei Kategorien. Jeweils ein Drittel 
der Tubes wurden bei 4°C, Raumtemperatur und bei konstanten 20°C (Inkubator Innova 4230, 
New Brunswick Scientific) gelagert und beobachtet. Die Tubes wurden stets vor Helligkeit 
geschützt aufgestellt, weil eine Keimung und Prothallienbildung mit Hilfe der 
Mykorrhizierung, unter Abwesenheit von Licht, im Boden stattfindet. 
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3 Ergebnisse 
In diesem Teil werden zuerst die Ergebnisse der Laborarbeit aus den Methoden ISSR, SRAP 
und AFLP, und danach die Ergebnisse der Samenaussaat vorgestellt. 
 
3.1 Laborarbeit 
3.1.1 Ergebnisse der Extraktion der Blattproben 
 
Als Produkt der Extraktion zeigt Tabelle 20 die Mittelwerte und Standardabweichungen der 
DNA-Gehalte aus den 195 Blattproben der drei Samenregionen mittels NanoPhotometer. Bei 
der Extraktion der Blattproben wurden keine Veränderungen innerhalb des Protokolls 
vorgenommen. Eine Liste der Proben mit genauen Standortangaben und dem dazugehörigen 
DNA-Gehalt ist beim Hessischen Landesamt für Naturschutz, Umwelt und Geologie (HLNUG) 
in der Abteilung Naturschutz im Dezernat „Arten“ hinterlegt. Eine Liste ohne die genauen 
Standortangaben ist im Anhang einsehbar. 
 
Tabelle 20: Übersicht über die Anzahl der Proben aus den Samenregionen und die dazugehörenden 
Mittelwerte der DNA-Gehalte (ng/µl) und Standardabweichungen 
  
Mittelwert 
DNA ng/µl 
Standard-
abweichung 
Thüringen (30) 39.52 13.28824 
Hessen (155) 45.68 15.16585 
Rügen (10) 70.25 30.49249 
 
 
 
Abbildung 14: Grafische Darstellung der Probenanzahl aus den drei unterschiedlichen Regionen und die 
dazugehörenden Mittelwerte der DNA-Gehalte (ng/µl) mit der jeweiligen Standardabweichung 
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Die Tabelle 20 zeigt, dass bei den 155 Proben aus Hessen ein durchschnittlicher DNA-Gehalt 
von 45,7 ng/µl gemessen wurde. Die 30 Proben aus Thüringen ergaben einen durchschnittlichen 
DNA-Gehalt von 39,5 ng/µl und die 10 Proben von Rügen einen durchschnittlichen DNA-
Gehalt von 70,3 ng/µl, wobei bei den Rügener Populationen die Standardabweichung den 
höchsten Wert ergab (Abbildung 14).  
 
 
3.1.2 Ergebnisse der ISSR 
 
Für die Darstellung der PCR-Produkte der ISSR-Methode wurde die Gel-Elektrophorese 
benutzt. Weil nicht alle entstandenen Gele der fünf Primer mit je 195 Proben abgebildet werden 
können, zeigen die nächsten Abbildungen für jeden Primer jeweils ein ausgewähltes Gel mit 
nur wenigen Proben nach der Optimierungsphase. Die Gelausschnitte zeigen deutlich, dass 
sowohl Gemeinsamkeiten und Unterschiede der verschiedenen Primer in der ISSR-Methode 
aufgezeigt werden können. Der Marker (M) für die Größeneinteilung findet sich jeweils links 
und rechts sowie in der Mitte der Gele. Mit den fünf Primer der ISSR-Methode konnten 
insgesamt 60 auswertbare Eigenschaften/Loci aus 195 Proben in 34 Populationen ermittelt 
werden. 
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Abbildung 15: Ergebnis des ISSR-Primer I-12 nach der Gelelektrophorese. Gel mit den Proben 1 – 33 (1 – 
30: Thüringische Populationen, 31 – 33: Hessische Populationen), an denen der ISSR-Primer I-12 
angewendet wurde, mit Marker (M). Zu sehen sind eindeutige Unterschiede in der Anzahl der Banden 
zwischen den einzelnen Proben. 
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Abbildung 16: Ergebnis des ISSR-Primer I-845 nach der Gelelektrophorese. Gel mit den Proben 56 – 88 
(Hessische Populationen), an denen der ISSR-Primer I-845 angewendet wurde, mit Marker (M). Zu sehen 
sind eindeutige Unterschiede in der Anzahl der Banden zwischen den einzelnen Proben. 
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Abbildung 17: Ergebnis des ISSR-Primer I-852 nach der Gelelektrophorese. Gel mit den Proben 24 – 56 
(24 – 30: Thüringische Populationen, 31 – 56: Hessische Populationen), an denen der ISSR-Primer I-852 
angewendet wurde, mit Marker (M). Zu sehen sind Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Anzahl der 
Banden zwischen den einzelnen Proben. 
 54 
 
Abbildung 18: Ergebnis des ISSR-Primer ISSR 09 nach der Gelelektrophorese. Gel mit den Proben 1 – 33 
(1 – 30: Thüringische Populationen, 31 – 33: Hessische Populationen), an denen der ISSR-Primer ISSR 09 
angewendet wurde, mit Marker (M). Eindeutig sichtbar sind bei dem ISSR-Primer ISSR 09 die 
Gemeinsamkeiten zwischen den einzelnen Proben. 
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Abbildung 19: Ergebnis des ISSR-Primer ISSR 10 nach der Gelelektrophorese. Gel mit den Proben 119 – 
151 (Hessische Populationen), an denen der ISSR-Primer ISSR 10 angewendet wurde, mit Marker (M). Bei 
den meisten Proben sind eindeutige Banden zu erkennen, wobei auch bei einigen Proben wenige oder keine 
Banden sichtbar sind. 
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3.1.2.1 Statistische Auswertung ISSR 
 
Nach einer Zusammenfassung standen für die statistische Auswertung aus den Daten der fünf 
ISSR-Primer 60 auswertbare Eigenschaften/Loci aus 195 Proben in 34 Populationen zur 
Verfügung. 
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Auswertung der ISSR-Daten mit den 
Statistikprogrammen AFLPsurv, Arlequin, GenAlEx, R und STRUCTURE dargestellt.  
 
Die nachstehenden zwei Tabellen zeigen die Ergebnisse des Statistikprogrammes „AFLPsurv“.  
 
Tabelle 21: Daten der ISSR-Methode aus AFLPsurv der untersuchten Populationen, ihre Anzahl an 
untersuchten Proben (n), Gesamtzahl der Loci (#loc.), Anteil an polymorphen Loci (PLP) und die Nei's gene 
Diverstiät (Hj) (Lynch & Milligan method) 
Population n #loc. PLP Hj 
1 15 60 66.7 0.19483 
2 15 60 70.0 0.22844 
3 12 60 56.7 0.19109 
4 17 60 55.0 0.18810 
5 9 60 48.3 0.20000 
6 4 60 100.0 0.31374 
7 10 60 51.7 0.20436 
8 2 60 100.0 0.36382 
9 2 60 100.0 0.39411 
10 16 60 55.0 0.16976 
11 6 60 100.0 0.25712 
12 6 60 100.0 0.24652 
13 7 60 100.0 0.21427 
14 6 60 100.0 0.20843 
15 3 60 100.0 0.32958 
16 1 60 100.0 0.48208 
17 5 60 100.0 0.26661 
18 1 60 100.0 0.47521 
19 1 60 100.0 0.48667 
20 2 60 100.0 0.39882 
21 2 60 100.0 0.39032 
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Population n #loc. PLP Hj 
22 12 60 55.0 0.21005 
23 2 60 100.0 0.40086 
24 2 60 100.0 0.38654 
25 12 60 50.0 0.21364 
26 2 60 100.0 0.37477 
27 1 60 100.0 0.48438 
28 2 60 100.0 0.40005 
29 3 60 100.0 0.33289 
30 1 60 100.0 0.46833 
31 2 60 100.0 0.42021 
32 2 60 100.0 0.41355 
33 10 60 60.0 0.24116 
34 2 60 100.0 0.38070 
 
 
Tabelle 22: Populationsgenetische Strukturen mit ihrer Anzahl Populationen (n), der gesamten genetischen 
Diversität (Ht), dem Durchschnittswert (Hw) der Nei's gene Diversität (Hj), dem Standardfehler (S.E), der 
Varianz (Var) und dem Wert der Differenzierung (FST) (Lynch & Milligan method) 
n Ht Hw Hb FST 
34 0,3252 0,3215 0,0037 0,0112 
S.E. 
 
0,017978 0,004526 1,220527 
Var 
 
0,000323 0,00002 1,489687 
 
Die beiden Tabellen zeigen zum einen die einzelnen Populationen mit ihrer Anzahl an 
untersuchten Proben (n), der Gesamtzahl der Loci (#loc.), dem Anteil an polymorphen Loci 
(PLP) und der „Nei's gene diversity“-Konstante (Hj). Und zum anderen die 
populationsgenetischen Strukturen mit ihrer Anzahl an untersuchten Populationen (n), der 
gesamten genetischen Diversität (Ht), dem Durchschnittswert (Hw) der Nei's gene Diversität 
(Hj), dem Standardfehler (S.E), der Varianz (Var) und dem Wert der Differenzierung (FST). In 
Tabelle 21 ist zu sehen, dass die Populationen mit einer Anzahl an Proben von 1 – 7 immer 
100% Anteil an polymorphen Loci (PLP) aufweisen. Die restlichen Populationen variieren 
zwischen 48% und 70% Anteil an polymorphen Loci (PLP). Der FST-Wert liegt bei 0,0112 
(Tabelle 22) und zeigt damit, dass eine geringe genetische Differenzierung zwischen den 34 
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Populationen vorhanden ist. Diese Statistik basiert auf 500 zufälligen Permutationen von 
Individuen zwischen den Populationen. 
 
 
Die nachstehende Tabelle zeigt die Ergebnisse der AMOVA des Statistikprogramms 
„Arlequin“.  
 
Tabelle 23: Ergebnisse der AMOVA des Statistikprogramms Arlequin in den untersuchten Gruppen, deren 
Prozentsatz an Variationen, deren Wert der Differenzierung (FST) und ihren P-Werten.   
Source of variation 
d.f. 
Variance 
components 
Percentage of 
variation FST P-value 
  
   
    
Among groups 6 0,23647 3,43 0,03426 < 0,05 
  
   
    
Among populations 
within groups 27 1,11148 16,11 0,16677 < 0,05 
  
   
    
within populations 161 5,55335 80,47 0,19532 < 0,05 
Total 194 6,9013       
 
 
Die Tabelle 23 zeigt die Ergebnisse der AMOVA des Statistikprogramms Arlequin in den 
untersuchten Gruppen, deren Prozentsatz an Variationen, deren Wert der Differenzierung (FST) 
und ihren P-Werten. Nach HOLSINGER & WEIR (2009) reicht der FST-Wert von 0 – 1, wobei 0 
keine Differenzierung und 1 eine vollständige Differenzierung darstellt. Ein FST-Wert im 
Bereich von 0,00 – 0,05 zeigt eine geringe Differenzierung, ein FST-Wert im Bereich von 0,05 
– 0,15 eine moderate Differenzierung und ein FST-Wert > 0,15 zeigt ein hohes Maß an 
Differenzierung. Zu sehen ist, dass der FST-Wert zwischen den Regionen eine geringe 
genetische Differenzierung (FST=0,03426) sowie zwischen den Populationen innerhalb der 
Regionen (FST=0,16677) und innerhalb der Populationen (FST=0,19532) eine große genetische 
Differenzierung aufweist. Es konnten in den, mit der AMOVA untersuchten, drei Gruppen 
signifikante Werte (p < 0,05) ermittelt werden.  
 
Die nachstehende Abbildung zeigt das Ergebnis der PCoA des Statistikprogrammes 
„GenAlEx“.  
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Abbildung 20: Principal Coordinates Analysis (PCoA) aus GenAlEx. Die 195 Proben wurden in die 7 
Regionen Nord-, Nordost-, Ost-Hessen, Botanischen Garten Frankfurt, Ort der Samenentnahme, 
Thüringen und Rügen gegliedert. 
 
Die Abbildung 20 präsentiert das Produkt der PCoA aus GenAlEx als grafische Darstellung in 
Excel 2007. Es ist zu sehen, dass für die PCoA die Daten der Proben nicht in Populationen, 
sondern in Regionen, wobei Hessen in die Himmelsrichtungen Nord-, Nordost- und Ost-
Hessen, unterteilt wurde. Eine weitere Einordnung erfolgte in die Proben aus dem Botanischen 
Garten Frankfurt, dem Ort der Samenentnahme, und natürlich Thüringen und Rügen.  
Diese Einteilung wurde vorgenommen, damit alle Populationen mit nur einer untersuchten 
Probe nicht aus der Bewertung herausfallen. Laut der PCoA von GenAlEx ist eine homogene 
Verteilung der Proben der sieben Regionen ohne etwaige Differenzierungen zu erkennen. 
 
 
Die nachstehende Tabelle und Abbildung zeigen das Ergebnis des Manteltests des 
Statistikprogrammes „R“. 
 
Tabelle 24: Ergebnisse des Manteltests mit R. Zu sehen ist der Wert des Manteltest und das Signifikanz-
niveau. 
Mantel statistic r: 0,04189 
 
Significance: 0,39 
 
 
Laut des Manteltests in R aus Tabelle 24 und der Abbildung 21 ergibt sich mit r = 0,041 keine 
Korrelation zwischen genetischer und geografischer Distanz. Bei einem Wert von r = 0 ist keine 
C
o
o
rd
. 
2
: 
1
9
,4
5
 %
Coord. 1: 10,75 %
Principal Coordinates (PCoA)
N Hessen
NO Hessen
O Hessen
BG Frankfurt
Samen
Thüringen
Rügen
 60 
Korrelation vorhanden, bei einem Wert von r = 1/-1 wäre eine Korrelation zwischen genetischer 
und geografischer Distanz vorhanden. Es konnte mit den ISSR-Daten im Manteltest von R 
jedoch kein signifikanter Wert (p > 0,05) ermittelt werden.  
 
 
 
Abbildung 21: Korrelation (r = 0,041) zwischen genetischer und geografischer Distanz der 34 Populationen 
aus der ISSR-Methode. 
 
 
Die nachstehenden Abbildungen zeigen das Ergebnis des Statistikprogrammes 
„STRUCTURE“. 
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Abbildung 22: Korrektur nach Evanno mit dem Programm STRUCTURE HARVESTER. Auf der X-Achse 
ist die Anzahl K (K = 34 (ergibt sich aus der Annahme von 34 unterschiedlichen Populationen)) und auf der 
Y-Achse ist Delta K (wahrscheinlichstes K, welches die Populationsstruktur der 195 Proben wiedergeben 
soll) aufgelistet. Die Analyse ergab mit den Daten der ISSR-Methode K = 3 als wahrscheinlichste Cluster. 
 
 
 
Abbildung 23: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Cluster-Analyse (K = 3 (zu sehen in den Farben 
blau, rot und grün)) basierend auf den Daten der ISSR-Methode für C. calceolus. Zu sehen sind die 195 
Proben (jede Probe wird durch eine einzelne Säule veranschaulicht), die in die 7 Regionen aufgeteilt sind 
(durch vertikale schwarze Linien getrennt), wobei zwischen den Regionen keine deutlichen, 
regionenspezifischen Genotypen erkennbar sind. Dargestellt mit Distruct (ROSENBERG 2004).   
 
 
Die Abbildung 22 und Abbildung 23 zeigen das Ergebnis der Korrektur nach Evanno mit dem 
Programm STRUCTURE HARVESTER nach der Cluster-Analyse einen Wert für K = 3. Zu 
sehen sind die Anzahl K bzw. 195 Proben (X-Achse) (jede Probe wird durch eine einzelne Säule 
veranschaulicht), die in die 7 Regionen aufgeteilt sind (durch vertikale schwarze Linien 
getrennt). Nach Betrachtung der einzelnen Proben der ISSR-Methode lässt sich keine 
Einteilung der Proben in die 7 Regionen erkennen und demnach sind keine deutlichen, 
regionenspezifischen Genotypen zu identifizieren. 
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3.1.3 Ergebnisse der SRAP 
 
Es wurden mit der SRAP-Methode 2 Primerkombinationen mit je 2 Primer, die in Tabelle 9 
aufgelistet sind, getestet und optimiert.  
 
Für die Darstellung der SRAP-PCR-Produkte wurde die Gelelektrophorese, wie in Kapitel 
2.2.1.6 beschrieben, durchgeführt. Die Optimierung wurde in diesem Schritt abgebrochen, da 
die Erfolgsaussichten negativ aussahen. Es konnten keine deutlichen Banden in den einzelnen 
Proben erzielt werden. Die vorhandenen schwachen Banden sind sehr gleichmäßig und ohne 
Variationen in den Proben vorhanden und damit für eine Auswertung nicht geeignet. Erwartet 
wurden eindeutige, spezifischere Banden, aus denen eventuell Variationen zwischen den 
Populationen ermittelt werden können. Nach etlichen Versuchsreihen trat keine Verbesserung 
der Ergebnisse, wie in Abbildung 24 zu sehen, ein. Für weitere Auswertungen standen somit 
keine Ergebnisse der SRAP-Methode zur Verfügung. 
 
 
 63 
 
Abbildung 24: Ergebnis des SRAP-Primerkombinationen Me1-Em9 (oben) und Me5-Em2 (unten) nach der 
Gelelektrophorese. Gel mit den zufällig ausgewählten Proben 61, 74, 90, 108, 130, 148, 172 (Hessische 
Populationen), 190 (Rügener Population), an denen die SRAP-Primerkombinationen Me1-Em9 und Me5-
Em2 angewendet wurden, mit Marker (M). Es konnten keine deutlichen Banden in den einzelnen Proben 
erzielt werden. Die vorhandenen schwachen Banden sind sehr gleichmäßig und ohne Variationen in den 
Proben vorhanden und damit für eine Auswertung nicht geeignet. 
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3.1.4 Ergebnisse der AFLP 
 
 
 
Abbildung 25: Überprüfung der Cypripedium-Proben auf Probeninhalt mittels Gel-Elektrophorese nach 
der prePCR  der AFLP-Methode mit der Primerkombination preNot1 und E03. Das DNA-Material (als 
undeutliche Wolken erkennbar) (Proben 1-15) liegt, laut Längenstandard (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA 
Ladder, Thermo Scientific), zwischen 300 und 1200 bp. 
 
Abbildung 25 zeigt die Überprüfung der Cypripedium-Proben mittels Gel-Elektrophorese. Es 
wurde überprüft, ob die Amplifikation der DNA im Probeninhalt erfolgreich war. Wie in den 
15 zufällig ausgesuchten Proben aller 195 untersuchten Proben zu sehen ist, war die DNA-
Amplifikation erfolgreich. In den 15 Proben ist stets DNA-Material von 300 – 1200 bp als 
sogenannter „Schlier“ vorhanden. Nach der selektiver PCR wurden die Proben zur Analyse 
geschickt (LGC Forensics IfB LGC GmbH), worauf die Auswertung der Daten erfolgte.  
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Abbildung 26: Ausschnitt (0 (unten)– 500 bp (oben)) von ca. 80 Proben mit ihren Banden des AFLP-
Produkts aus Genographer. Die rotmarkierte Probe stellt den Standard dar. 
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Ein Beispiel eines Ausschnitts (0 – 500 bp) der Daten von ca. 80 Proben aus dem AFLP-Produkt 
aus Genographer ist in Abbildung 26 zu sehen. Die rotmarkierte Probe stellt den Standard dar. 
Zum einen befinden sich Banden (blau) von 0 – ca. 130 bp (unterer Bereich) und zum anderen 
von ca. 270 – 500 bp (oberer Bereich). Für die statistische Auswertung wurde aus dem AFLP-
Produkt nur der Bereich von 300-500 bp analysiert um Fehler durch Primerdimere (häufig im 
Bereich von 0 – 130 bp) zu vermeiden. 
 
Die Auswertung ergab, dass aus den Daten der 195 Proben in 34 Populationen (Hessen, 
Thüringen, Rügen) von C. calceolus mittels AFLP-Methode mit den Primerkombinationen 
preNot1 und E03 (prePCR) und selNot1 und E78 (selPCR) in Verbindung mit den 
Restriktionsenzymen Not1 und Eco RI (Restriktion) und den Primeradaptern Not1+ und EA +/- 
(Ligation) 810 auswertbare Eigenschaften hervorgegangen sind. 
 
3.1.4.1 Statistische Auswertung AFLP 
 
Diese 810 Eigenschaften der 195 Proben wurden mittels der Statistikprogramme 
(Kapitel 2.2.1.7) analysiert. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Statistikprogramme aus 
der AFLP-Methode aufgezeigt. 
 
Die nachstehenden zwei Tabellen zeigen die Ergebnisse des Statistikprogrammes „AFLPsurv“. 
 
Tabelle 25: Daten der AFLP-Methode aus AFLPsurv der untersuchten Populationen, ihre Anzahl an 
untersuchten Proben (n), Gesamtzahl der Loci (#loc.), Anteil an polymorphen Loci (PLP) und die Nei's gene 
Diverstiät (Hj) (Lynch & Milligan method) 
Population n #loc. PLP Hj 
1 15 810 85.6 0.20317 
2 15 810 90.4 0.21677 
3 12 810 88.0 0.23434 
4 17 810 93.2 0.21395 
5 9 810 79.3 0.24308 
6 4 810 100.0 0.32105 
7 10 810 84.2 0.24005 
8 2 810 100.0 0.37688 
9 2 810 100.0 0.39879 
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Population n #loc. PLP Hj 
10 16 810 91.2 0.21600 
11 6 810 100.0 0.26760 
12 6 810 100.0 0.27345 
13 7 810 100.0 0.25138 
14 6 810 100.0 0.26705 
15 3 810 100.0 0.34230 
16 1 810 100.0 0.46969 
17 5 810 100.0 0.27708 
18 1 810 100.0 0.47156 
19 1 810 100.0 0.47394 
20 2 810 100.0 0.37966 
21 2 810 100.0 0.37806 
22 12 810 85.9 0.22717 
23 2 810 100.0 0.38268 
24 2 810 100.0 0.37822 
25 12 810 88.6 0.23156 
26 2 810 100.0 0.38056 
27 1 810 100.0 0.47071 
28 2 810 100.0 0.39612 
29 3 810 100.0 0.33804 
30 1 810 100.0 0.47326 
31 2 810 100.0 0.38979 
32 2 810 100.0 0.39272 
33 10 810 67.4 0.19311 
34 2 810 100.0 0.38892 
Tabelle 26: Populationsgenetische Strukturen mit ihrer Anzahl an untersuchten Populationen (n), der 
gesamten genet. Diversität (Ht), dem Durchschnittswert (Hw) der Nei's gene Diversität (Hj), dem 
Standardfehler (S.E), der Varianz (Var) und dem Wert der Differenzierung (FST) (Lynch & Milligan 
method) 
n Ht Hw Hb FST 
34 0,3203 0,3282 -0,0079 -0,0247 
S.E. 
 
0,015647 0,00245 0,301349 
Var 
 
0,000245 0,000006 0,090811 
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Die beiden Tabellen zeigen zum einen die einzelnen Populationen mit ihrer Anzahl an 
untersuchten Proben (n), der Gesamtzahl der Loci (#loc.), dem Anteil an polymorphen Loci 
(PLP) und der „Nei's gene diversity“-Konstante (Hj). Und zum anderen die 
populationsgenetischen Strukturen mit ihrer Anzahl an untersuchten Populationen (n), der 
gesamten genetischen Diversität (Ht), dem Durchschnittswert (Hw) der Nei's gene Diversität 
(Hj), dem Standardfehler (S.E), der Varianz (Var) und dem Wert der Differenzierung (FST). In 
Tabelle 25 ist zu sehen, dass die Populationen mit der Anzahl an Proben von 1 – 7 immer 100% 
Anteil an polymorphen Loci (PLP) aufweisen. In Tabelle 26 liegt der FST-Wert bei -0,0247 und 
zeigt damit, dass keine genetische Differenzierung vorhanden ist. Diese Statistik basiert auf 500 
zufälligen Permutationen von Proben zwischen den Populationen. 
 
 
Die nachstehende Tabelle zeigt die Ergebnisse der AMOVA des Statistikprogrammes 
„Arlequin“. 
 
Tabelle 27: Ergebnisse der AMOVA des Statistikprogramms Arlequin in den untersuchten Gruppen, deren 
Prozentsatz an Variationen, deren Wert der Differenzierung (FST) und ihren P-Werten. 
Source of variation 
d.f. 
Variance 
components 
Percentage of 
variation FST P-value 
  
   
    
Among groups 6 0,18195 0,16 0,0016 > 0,05 
  
   
    
Among population 
within groups 27 -0,49602 -0,44 -0,00436 > 0,05 
  
   
    
Within populations 161 114,16118 100,28 -0,00276 > 0,05 
Total 194 113,84711       
 
 
Die Tabelle 27 zeigt die Ergebnisse der AMOVA des Statistikprogramms Arlequin in den 
untersuchten Gruppen, deren Prozentsatz an Variationen, deren Wert der Differenzierung (FST) 
und ihren P-Werten. Nach HOLSINGER & WEIR (2009) reicht der FST-Wert von 0 – 1, wobei 0 
keine Differenzierung und 1 eine vollständige Differenzierung darstellt. Ein FST-Wert im 
Bereich von 0,00 – 0,05 zeigt eine geringe Differenzierung, ein FST-Wert im Bereich von 0,05 
– 0,15 eine moderate Differenzierung und eine FST-Wert > 0,15 zeigt ein hohes Maß an 
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Differenzierung. Zu sehen ist, dass der FST-Wert zwischen den Regionen eine kleine genetische 
Differenzierung (FST=0,0016), zwischen den Populationen innerhalb der Regionen (FST=-
0,00436) und innerhalb der Populationen (FST=-0,00276) keine genetische Differenzierung 
aufweist. Es konnten in den, mit der AMOVA untersuchten, drei Gruppen keine signifikante 
Werte (p > 0,05) ermittelt werden. 
 
 
Die nachstehende Abbildung zeigt das Ergebnis der PCoA des Statistikprogrammes 
„GenAlEx“. 
 
 
Abbildung 27: Principal Coordinates Analysis (PCoA) aus GenAlEx. Die 195 Proben wurden in die 7 
Regionen Nord-, Nordost-, Ost-Hessen, Botanischen Garten Frankfurt, Ort der Samenentnahme, 
Thüringen und Rügen gegliedert. 
 
In Abbildung 27 ist das Ergebnis der PCoA aus GenAlEx als grafische Darstellung gezeigt. Es 
ist zu sehen, dass für die PCoA die Daten der Proben nicht in Populationen, sondern in 
Regionen, wobei Hessen in die Himmelsrichtungen Nord-, Nordost- und Ost-Hessen, unterteilt 
wurde. Eine weitere Einordnung erfolgte in die Proben aus dem Botanischen Garten Frankfurt, 
dem Ort der Samenentnahme, Thüringen und Rügen. 
Diese Einteilung wurde vorgenommen, damit alle Populationen mit nur einer untersuchten 
Probe nicht aus der Bewertung herausfallen. Laut der PCoA von GenAlEx ist eine homogene 
Verteilung der Proben der sieben Regionen ohne etwaige Differenzierungen zu erkennen. 
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Die nachstehende Tabelle und Abbildung zeigen das Ergebnis des Manteltests des 
Statistikprogrammes „R“. 
 
Tabelle 28: Ergebnisse des Manteltests mit R. Zu sehen ist der Wert des Manteltests und das Signifikanz-
niveau. 
Mantel statistic r: 0,2629 
 
Significance: 0,01 
 
 
Laut des Manteltest in R aus Tabelle 28 und der Abbildung 28 ergibt sich mit r = 0,2629 eine 
geringe Korrelation zwischen genetischer und geografischer Distanz. Bei einem Wert von r = 
0 ist keine Korrelation vorhanden, bei einem Wert von r = 1/-1 wäre eine Korrelation zwischen 
genetischer und geografischer Distanz vorhanden. Es konnte mit den ISSR-Daten im Manteltest 
von R ein signifikanter Wert (p < 0,05) ermittelt werden. 
 
Abbildung 28: Korrelation (r = 0,2629) zwischen genetischer und geografischer Distanz der 34 Populationen 
aus der AFLP-Methode.. 
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Die nachstehenden Abbildungen zeigen das Ergebnis des Statistikprogrammes 
„STRUCTURE“. 
 
 
 
Abbildung 29: Korrektur nach Evanno mit dem Programm STRUCTURE HARVESTER. Auf der X-Achse 
ist die Anzahl K (K = 34 (ergibt sich aus der Annahme von 34 unterschiedlichen Populationen)) und auf der 
Y-Achse ist Delta K (wahrscheinlichstes K, welches die Populationsstruktur der 195 Proben wiedergeben 
soll) aufgelistet. Die Analyse ergab mit den Daten der AFLP-Methode K = 3 als wahrscheinlichste Cluster. 
 
 
Abbildung 30 Grafische Darstellung der Ergebnisse der Cluster-Analyse (K = 3 (zu sehen in den Farben 
blau, rot und grün)) basierend auf den Daten der AFLP-Methode für C. calceolus. Zu sehen sind die 195 
Proben (jede Probe wird durch eine einzelne Säule veranschaulicht), die in die 7 Regionen aufgeteilt sind 
(durch vertikale schwarze Linien getrennt), wobei zwischen den Regionen keine regionenspezifischen 
Genotypen erkennbar sind. Dargestellt mit Distruct (ROSENBERG 2004). 
 
Die Abbildung 29 und Abbildung 30 zeigen das Ergebnis der Korrektur nach Evanno mit dem 
Programm STRUCTURE HARVESTER nach der Cluster-Analyse einen Wert für K = 3. Zu 
sehen sind die Anzahl K bzw. 195 Proben (X-Achse) (jede Probe wird durch eine einzelne Säule 
veranschaulicht), die in die 7 Regionen aufgeteilt sind (durch vertikale schwarze Linien 
getrennt). Nach Betrachtung der einzelnen Proben der AFLP-Methode lässt sich keine 
Einteilung der Proben in die 7 Regionen erkennen und demnach sind keine 
regionenspezifischen Genotypen zu identifizieren. 
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3.1.5 Vergleich der statistischen Auswertung der Daten der ISSR- und 
der AFLP-Methode  
 
Bei einem direkten Vergleich der Tabelle 21 und Tabelle 25 ist ersichtlich, dass die Hj-Werte 
der 34 Populationen nahezu identisch sind sowie gleiche Höhen und Tiefen aufzeigen. Dass 
dies bei zwei unterschiedlichen Methoden als Resultat erzeugt wurde, zeigt, dass die Arbeit im 
Labor und die Auswertung der Daten wiederholbar sind. 
Um die statistische Auswertung der Daten der ISSR- und AFLP-Methode übersichtlicher 
darzustellen, erfolgt im folgenden Abschnitt tabellarisch ein direkter Vergleich der 
verschiedenen Tests in den unterschiedlichen Statistikprogrammen. 
Dabei ist zu berücksichtigen, dass 60 Loci bei der ISSR-Methode und 810 Loci bei der AFLP-
Methode aus 195 Proben in 34 Populationen als Ergebnis erzielt werden konnten. Vor diesem 
Hintergrund der unterschiedlichen Datengrundlage müssen die Ergebnisse der beiden 
Methoden betrachtet werden. 
Zusammenfassend sagt die ISSR-Methode aus, dass die untersuchten Proben zwischen den 
Regionen eine kleine genetische Differenzierung aufweisen, wobei eine große genetische 
Differenzierung zwischen den Populationen innerhalb der Regionen und innerhalb der 
Populationen auftritt. Laut Manteltest in R gibt es keine Korrelationen zwischen der 
genetischen und geografischen Distanz. 
Zusammenfassend für die AFLP-Methode ist zu sehen, dass die untersuchten Proben zwischen 
den Regionen eine kleine genetische Differenzierung aufweisen, wobei keine genetische 
Differenzierung zwischen den Populationen innerhalb der Regionen und innerhalb der 
Populationen auftritt. Laut Manteltest in R gibt es eine geringe Korrelation zwischen der 
genetischen und geografischen Distanz. 
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Tabelle 29: Übersicht der Ergebnisse der Methoden ISSR und AFLP 
Statistik-
programm 
ISSR-Methode (60 Loci) AFLP-Methode (810 Loci) 
AFLPsurv 
  
  
 
Differenzie-
rung FST = 0,01 
kleine genet. 
Diff. FST = -0,02 homogen 
          
Arlequin 
  
  
 
Amova 
  
  
 
Differenzie-
rung Among groups: FST:0,03 
kleine genet. 
Diff. 
Among groups: 
FST:0,001 
kleine genet. 
Diff. 
  p < 0,05 signifikant p > 0,05 nicht signifikant 
  
Among Pops within 
groups FST:0,16 
 
große genet. 
Diff. 
Among Pops within 
groups FST:-0,004 homogen 
  p < 0,05 signifikant p > 0,05 nicht signifikant 
  Within Pops FST:0,19 
 
große genet. 
Diff. Within Pops FST:-0,002 homogen 
  p < 0,05 signifikant p > 0,05 nicht signifikant 
          
GenAlEx 
  
  
 
PCoA 
nach 7 Regionen 
unterteilt homogen 
nach 7 Regionen 
unterteilt homogen 
  
  
  
 
          
R 
  
  
 
Manteltest 
  
  
 
 
r=0,041 
keine 
Korrelation r=0,262 
geringe 
Korrelation 
Signifikanz p > 0,05 
nicht 
signifikant p < 0,05 signifikant 
          
Structure 
  
  
 
Differenzie-
rung K = 3 
kleine genet. 
Diff. K = 3 homogen 
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3.2 Ergebnisse der Samenaussaat 
 
Für die Samenaussaat können keine Ergebnisse geliefert werden, da nach der Aussaat nur eine 
Quellung der Samen (Abbildung 31), aber keine weitere Keimung in den Sterilröhrchen 
stattfand. Eine Fehlerbetrachtung folgt in dem entsprechenden Kapitel. 
 
 
Abbildung 31: Samen von C. calceolus (mit einem Binokular von Leica Z16 APO fotografiert) 
(©Andreas Opitz)  
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4 Diskussion 
 
In diesem Kapitel werden die Hypothesen aus dem einleitenden Teil aufgegriffen und 
diskutiert, danach wird aus den Diskussionsergebnissen als Fazit eine naturschutzfachliche 
Empfehlung formuliert. 
 
Hypothese 1: Die hessischen Populationen von C. calceolus sind hoch divers, da sie am Rand 
des Verbreitungsareals liegen und als Vorpostenpopulationen Fragmentierung vom 
Gesamtareal erfahren.  
 
Hypothese 2: Der Kontakt zwischen den hessischen und thüringischen Populationen hat zu 
einem genetischen Austausch und Homogenisierung der Bestände geführt, während hingegen 
die Rügener Population aufgrund der die natürlichen Ausbreitungsdistanzen überschreitenden 
räumlichen Distanz isoliert, und damit genetisch eigenständig ist.  
 
Fazit: Kann eine naturschutzfachliche Empfehlung gegeben werden, ob nur naheliegende 
Populationen für eine Populationsstärkung von C. calceolus verwendet werden können, um 
möglicherweise vorhandene und begonnene genetische Differenzierungsprozesse nicht zu 
verändern? 
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4.1 Hypothese 1: 
Die hessischen Populationen von C. calceolus sind hoch divers, da sie am Rand des 
Verbreitungsareals liegen und als Vorpostenpopulationen Fragmentierung vom Gesamtareal 
erfahren. 
Wie in meiner Hypothese behauptet und durch Untersuchungen an verschiedenen Pflanzenarten 
bereits mehrfach untermauert (BROWN et al. 1996, SAGARIN & GAINES 2002, ECKERT et al. 
2008, SEXTON et al. 2009, HOU & LOU 2011), befindet sich der genetisch homogenere Pool 
durch ständigen genetischen Austausch im Zentrum eines Verbreitungsareals. Umso weiter 
man die Randbereiche des Verbreitungsareals betrachtet, umso diverser wird eine Art in ihrer 
genetischen Variabilität. Dies steht im Zusammenhang mit dem verringerten Austausch von 
genetischem Material mit weniger Individuen als im Zentrum eines Verbreitungsareals. In 
Randbereichen eines Verbreitungsareals treten öfter artspezifische, parapatrische (Prozess der 
Artbildung infolge von Veränderungen der Umweltbedingungen), lokale Adaptionen auf 
(BROWN & AMACHER 1999, SAGARIN & GAINES 2002, ECKERT et al. 2008, SEXTON et al. 
2009). Speziell SEXTON et al. (2009) beschreiben, dass Randpopulationen während der 
Adaption an neue Umgebungen eine „Nischenevolution“ durchlaufen und dadurch in der 
genetischen Differenzierung variabler sind. Da Randpopulationen meist eine fragmentierte 
Verteilung aufweisen, ist diese variablere genetische Differenzierung eine Folge von 
reduziertem Genfluss (SEXTON et al. 2009). ECKERT et al. (2008) beschäftigten sich mit der 
Annahme, dass Randpopulationen eine geringe genetische Diversität und eine große genetische 
Differenzierung als Folge von kleinen Populationen und großer geografischer Isolation 
aufweisen. An 115 Arten in 134 Studien fanden sie heraus, dass der Unterschied zwischen 
zentralen und peripheren Populationen meistens nicht erheblich groß war. Dennoch stellten sie 
fest, dass die Populationen im Verbreitungsareal vom Zentrum zur Peripherie einen Rückgang 
der Diversität innerhalb der Populationen von 64,2 % und eine Erhöhung der Differenzierung 
zwischen Populationen von 70,2 % aufzeigten (ECKERT et al. 2008). Speziell bei der Art 
Daucus carota L. zeigten die Daten einer Untersuchung von dänischen Populationen von SHIM 
& JØRGENSEN (2000), dass die genetische Distanz zwischen Populationen am Verbreitungsrand 
von ihrer geografischen Trennung abhängig ist, wobei eine hohe genetische Diversität 
innerhalb der Populationen festzustellen war und ausgeprägte genetische Strukturen aufwiesen. 
Dagegen haben andere Autoren (BRADEEN et al. 2002, RONG et al. 2010) keine oder nur eine 
schwache genetische Diversität bei Daucus carota ermitteln können. KÖNIG et al. (2002) und 
RASMUSSEN & KOLLMANN (2008) zeigten auch, dass an langlebigen Pflanzen bzw. Gehölzen 
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eine geringe genetische Diversität innerhalb der Populationen und eine moderat hohe 
genetische Differenzierung zwischen den untersuchten Populationen auftreten kann. 
Hinsichtlich der Art C. calceolus, berichteten BRZOSKO et al. (2011) bei Untersuchungen von 
32 polnischen Populationen über eine schwache genetische Struktur dieser Populationen. Sie 
ermittelten eine genetische Differenzierung innerhalb der Populationen von 79,85 %, zwischen 
den Populationen innerhalb der Regionen von 11,50 % und zwischen den Regionen von 8,66 %.  
Unter vergleichender Betrachtung zeigen die Ergebnisse der AMOVA aus Arlequin der ISSR-
Methode eine große genetische Differenzierung innerhalb der Populationen von 80,47 %, 
zwischen den Populationen innerhalb der Regionen von 16,11 %. Im Vergleich zu den 
thüringischen und Rügener Populationen war nur eine geringe genetische Differenzierung 
zwischen den Regionen von 3,43 % erkennbar. Es ist zu erkennen, dass die beprobten Sprosse 
innerhalb der Populationen eine große Differenzierung zwischen den Individuen und damit eine 
hohe Diversität in den Populationen aufweisen. Diese Diversität ist bei BRZOSKO et al. (2011) 
nur auf Individuen- und weniger auf Populationsebene vorhanden.  
Die nicht signifikanten Daten der AFLP-Analyse zeigen nur auf Regionenebene eine kleine und 
auf Individuen- und Populationsebene hingegen keine genetische Differenzierung. Betrachtet 
man zusätzlich die Ergebnisse der PCoA der ISSR- und der AFLP-Daten (Abbildung 20 & 
Abbildung 27), in der die Proben nicht in Populationen, sondern in Regionen (u.a. Nord-, 
Nordost- und Ost-Hessen) unterteilt wurden, ist eine homogene Verteilung der Proben der 
sieben Regionen ohne etwaige Differenzierungen zu erkennen. Zieht man noch die Ergebnisse 
der STRUCTURE-Analyse hinzu, ist nur eine geringe genetische Differenzierung in den 
einzelnen Proben aus der ISSR-Auswertung erkennbar. Die AFLP-Auswertung zeigte in 
STRUCTURE eine starke Homogenität der Proben. Beide Auswertungen mit STRUCTURE 
unterstützen die Ergebnisse der PCoA.  
In Bezug auf die Diversität der hessischen Populationen kann geschlussfolgert werden, dass die 
hessischen Populationen auf Individuenebene zwar hoch divers sind, aber diese Diversität sich 
nur mäßig auf Populationsebene fortsetzt. Es sollte immer bedacht werden, dass die AMOVA, 
PCoA und STRUCTURE-Analysen auf der Grundlage aller beprobten Populationen aus 
Hessen, Thüringen und Mecklenburg-Vorpommern beruhen. In Anbetracht dieser Tatsache 
relativiert sich die Bewertung der Diversität auf Populationsebene. Die Ergebnisse der 
Statistikprogramme zeigen, dass alle Individuen innerhalb der Populationen hoch divers sind. 
Betrachtet man dagegen die Populationen zueinander, verringert sich die Diversität auf 
Populationsebene deutlich, weil alle Populationen eine gewisse Diversität aufweisen, und die 
Populationen dadurch im Vergleich eine gewisse Homogenität zueinander zeigen. Diese 
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Schlussfolgerung wird auf Regionenebene noch weitergeführt, worauf aber in der 2. Hypothese 
weiter eingegangen wird. 
Die Auswertung der polnischen Populationen von BRZOSKO et al. (2002) und BRZOSKO et al. 
(2011) unterstützen in meiner Studie die höhere Differenzierung in den hessischen 
Populationen auf Individuen- und Populationsebene, und die wesentlich geringere 
Differenzierung auf Regionenebene. AAVIK et al. (2012) befürworten dieses Ergebnis durch 
Untersuchungen an einer anderen Art. Sie zeigten am Beispiel von Lychnis flos-cuculi (L.) 
CLAIRV., dass molekulare Variationen hauptsächlich innerhalb von Populationen zu finden 
sind. Ähnliche Werte zeigen auch die Untersuchungen von BRZOSKO et al. (2009), in denen 
zwischen polnischen und alpinen Populationen von C. calceolus keine signifikanten 
Unterschiede zu ermitteln waren. 
Bezieht man die Studie von CHOCHAI (2014) als Vergleich mit ein, unterstützt auch diese die 
Ergebnisse meiner Studie. Zu sehen sind Übereinstimmungen der Prozentzahlen innerhalb und 
zwischen den Populationen.  
„The results from the analysis of molecular variance (AMOVA) across all populations, showed 
that 28% of variation is due to difference among populations, whereas 72% of variation is 
attributed to difference within populations (Phi PT = 0.278, P < 0.01)” (CHOCHAI 2014).  
Es sollte aber bei dem Vergleich beachtet werden, dass in meiner Arbeit zusätzlich die 
Differenzierung der Regionen ermittelt wurde, weshalb die Daten der AMOVA leicht 
differenzieren. Obwohl in dieser Arbeit für die Untersuchungen Populationen aus Deutschland 
und nicht wie bei CHOCHAI (2014) Populationen aus mehreren Ländern Europas (Abbildung 
32) herangezogen wurden, sind bemerkenswerte Übereinstimmungen vorhanden. 
 
Zieht man nun die Verbreitungskarte der hessischen Populationen von C. calceolus aus den 
Jahren vor 1990 – 2013 (Abbildung 10, BARTH & OPITZ (2014)) mit in die Auswertung ein, ist 
deutlich zu erkennen, dass es vor 1990 eine weitere und häufigere Verbreitung des 
Frauenschuhs in Hessen gab. Durch diese weitere und häufigere Verteilung der Vorkommen in 
Hessen vor 1990 kann vermutet werden, dass durchaus ein vermehrter Austausch von 
genetischem Material zwischen den einzelnen Populationen bzw. Individuen aufgrund einer 
geringeren Entfernungen zwischen den einzelnen Populationen auftrat. Durch den Rückgang 
der Vorkommen des Frauenschuhs in Hessen auf einzelne, wenige Vorkommen reduzierte sich 
der Austausch von genetischem Material durch die Bestäuber aufgrund der hohen Entfernungen 
zwischen den Populationen bzw. dem Wegfall von Bestäuber-Nistplätzen. Die in dieser Studie 
ermittelte hohe genetische Differenzierung auf Individuenebene und die im Vergleich dazu 
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geringere genetische Differenzierung auf Populationsebene kann darauf zurückzuführen sein, 
dass sich das Verbreitungsgebiet von C. calceolus noch vor den ersten Dokumentationen in 
Hessen weiter erstreckte und sich der genetische Austausch zwischen den damaligen Individuen 
noch heute in der genetischen Differenzierung zwischen den rezenten Individuen in den 
Populationen zeigt. Dass diese Differenzierung heute noch sichtbar ist, lässt sich anhand des 
langsamen Lebenszyklus und der meist (zumindest heutigen) vegetativen Vermehrung 
erklären. Diese Aussage wird dadurch gestützt, dass zwischen den thüringischen und den 
hessischen Populationen keine so hohe genetische Differenzierung vorhanden ist. Hieraus lässt 
sich ableiten, dass es zwischen den beiden Regionen vor 1990 zu einem genetischen Austausch 
über Bestäuber bzw. Diasporenverbreitung gekommen sein kann.  
Zwar befinden sich die hessischen Populationen am Verbreitungsrand des gesamten 
Verbreitungsgebiets von C. calceolus, doch entgegen den Erwartungen sind keine gravierenden 
Differenzierungen zwischen den hessischen Populationen zu erkennen, auch nicht im Vergleich 
zu den beprobten thüringischen Populationen. Auch die polnischen Populationen von BRZOSKO 
et al. (2011) zeigten keine Unterschiede im Bezug zum Grad der Differenzierung zueinander, 
ähnlich wie bei den hessischen Populationen. Nunmehr muss entschieden werden, wie der Rand 
eines Verbreitungsareals einer Art definiert wird bzw. wo Anfang und Ende des Randbereichs 
eines Verbreitungsareals liegen. Die Randbereiche eines Verbreitungsareals einer Art verfügen 
nach ELLSTRAND & ELAM (1993) über eine verminderte genetische Diversität im Gegensatz zu 
zentralen Populationen in einem Verbreitungsareal. Randbereiche sind, aufgrund eines 
reduzierten Genflusses in einer fragmentierten Verteilung, Bereiche, in denen spezielle 
Genotypen vorherrschen, die an bestimmte Umweltbedingungen angepasst sind (REHM et 
al. 2015). Durch einen reduzierten Genfluss können zufallsbedingte genetische Drifteffekte 
(Flaschenhals-, Gründereffekt), die nicht durch Selektion verursacht werden, auftreten 
(HEINKEN 2009) und die genetische Diversität zwischen den Populationen in den 
Randpopulationen verändern (ELLSTRAND & ELAM 1993). Dagegen können in großen 
Populationen durch einen erhöhten Genfluss Prozesse der natürlichen Selektion dominieren, 
die positive Auswirkungen auf die Fitness und signifikante Effekte auf die genetische Struktur 
haben können (BRZOSKO & WRÓBLEWSKA 2003). Basierend auf den Ausführungen von 
FRANKHAM et al. (2002) schrieben BRZOSKO & WRÓBLEWSKA (2003):  
„In other words, the distribution of populations in space dictates the rates of gene flow among 
them and affects the spatial variation of their genetic composition.“ (BRZOSKO 
& WRÓBLEWSKA 2003).  
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Im Gegensatz dazu untersuchte DANNEMANN (2000) an Biscutella laevigata L. (Brassicaceae) 
den Einfluss fragmentierter Verbreitung und unterschiedlicher Populationsgrößen auf die 
genetische Variation und fand heraus, dass die untersuchte Art nicht durch genetische 
Zufallsprozesse gefährdet ist. Dies begründet sie - obwohl die Populationen stark fragmentiert 
und isoliert sind – anhand der Langlebigkeit der einzelnen Pflanzen und der hohen genetischen 
Diversität innerhalb der Pflanzen. Die hohe genetische Diversität resultiert aus der 
Selbstinkompatibilität und der Möglichkeit der vegetativen Vermehrung. Damit gelingt 
kleineren Populationen das Überleben über lange Zeiträume (DANNEMANN 2000, 
LIENERT 2004). 
 
Entgegen den Erwartungen konnte die Hypothese, dass die hessischen Populationen von 
C. calceolus hoch divers sind, da sie am Rand des Verbreitungsareals liegen und als 
Vorpostenpopulationen Fragmentierung vom Gesamtareal erfahren, mit den verwendeten 
Methoden nicht bestätigt werden, da nur eine geringe bis keine genetische Differenzierung 
zwischen den untersuchten Populationen zu erkennen war. Das könnte bedeuten, dass der 
Frauenschuh in der Vergangenheit möglicherweise ein westlicheres Verbreitungsgebiet als 
heute hatte und durch den langsamen Lebenszyklus eine mögliche Anpassung an neue 
Umweltbedingungen mit den, in dieser Studie, verwendeten Methoden kaum zu erfassen ist.  
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4.2 Hypothese 2:  
Der Kontakt zwischen den hessischen und thüringischen Populationen hat zu einem genetischen 
Austausch und Homogenisierung der Bestände geführt, während hingegen die Rügener 
Population aufgrund der die natürlichen Ausbreitungsdistanzen überschreitenden räumlichen 
Distanz isoliert, und damit genetisch eigenständig ist. 
 
Wie schon in der 1. Hypothese erläutert, zeigen meine ISSR-Ergebnisse der AMOVA für alle 
untersuchten Regionen zwar eine große genetische Differenzierung innerhalb der Populationen 
von 80,47 % und zwischen den Populationen innerhalb der Regionen von 16,11 %. Jedoch war 
nur eine geringe genetische Differenzierung zwischen den Regionen von 3,43 % im Vergleich 
zu den thüringischen und Rügener Populationen erkennbar. Betrachtet man hingegen die 
Ergebnisse der AFLP-Methode aus der AMOVA, ist die geringe Differenzierung zwischen den 
Regionen aus Thüringen, Hessen und von Rügen, wie die ISSR-Ergebnisse erkennen lassen, 
auch hier zu sehen. Der Unterschied liegt in der Differenzierung innerhalb und zwischen den 
Populationen, die laut AFLP-Ergebnisse keine genetische Differenzierung aufweisen. Zwar 
resultieren als Ergebnisse in der AFLP-Methode (810 Loci) ein Vielfaches an Loci als in der 
ISSR-Methode (60 Loci), jedoch muss auf die Qualität und nicht auf die Quantität der 
Ergebnisse geachtet werden. Zudem weisen die Auswertungen der AFLP-Daten keine 
signifikanten Daten und die Daten der ISSR-Methode, im Gegensatz dazu, signifikante Daten 
auf. Daher werden die Daten der ISSR-Methode als dominierender als die AFLP-Daten 
eingestuft, wobei dennoch beide Datensätze Einfluss auf die gesamte Auswertung der 
Ergebnisse haben werden. 
Entgegen meiner Erwartungen ergab der Vergleich der Proben in den drei untersuchten 
Regionen (Regionenebene) nur eine geringe genetische Differenzierung. Für die Zukunft ist es 
wünschenswert, Proben aus dem Zentrum und weiterer Randproben des Verbreitungsareals 
zusätzlich zu meinen Ergebnissen zu beproben und zu vergleichen. 
Im Gegensatz zur genetischen Variabilität im Zentrum und Randbereich eines 
Verbreitungsareals, fand DURKA et al. (2016) heraus, dass Arten unterschiedliche genetische 
Variabilität aufweisen können. Seine Unterteilung von Deutschland in acht Regionen mit der 
Untersuchung von zweijährigen bis ausdauernden Arten ergab, dass die Differenzierung in den 
verschiedenen Regionen der unterschiedlichen Arten genetisch variabel oder homogen sein 
kann. Einige Arten zeigten in den unterschiedlichen Regionen Deutschlands eine hohe 
genetische Differenzierung und bei anderen Arten gab es kaum eine Differenzierung. Das 
Interessante an den Ergebnissen ist, dass ausdauerndere Arten eine geringere Differenzierung 
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in den Regionen aufweisen als kurzlebigere Arten. Hierbei muss beachtet werden, dass er zwar 
ausdauernde Arten gewählt hat, aber keine der untersuchten Pflanzen an das mögliche Alter 
und den langen Lebenszyklus von C. calceolus heranreicht. Daher ist schlussfolgernd zu 
vermuten, dass bei extrem ausdauernden Arten die genetische Variabilität auf Populations- 
bzw. Regionenebene weniger divers ist als auf Individuenebene. Einige Beispiele für eine 
geringe Differenzierung auf Populations- bzw. Regionenebene bei langlebigen Pflanzen 
kommen in der Forstwissenschaft bei Arten wie Hippophae rhamnoides L. (Sanddorn) 
(BARTISH et al. 1999), Rosa inodora/canina L. (JÜRGENS ET AL. 2007) oder Sorbus aucuparia 
L. (RASPÉ & JACQUEMART 1998) vor und sollen charakteristisch für Fremdbestäuber und 
langlebige Pflanzen sein (HAMRICK & GODT 1989). 7 Jahre später behaupten HAMRICK 
& GODT (1996), das sogenannte „outcrossing species“ (Auskreuzungs-Arten) zu einer höheren 
Diversität innerhalb und einer geringeren genetischen Differenzierung zwischen den 
Populationen tendieren. Sie weisen an holzigen Pflanzen eine geringere genetische 
Differenzierung zwischen Populationen als bei nicht verholzten Pflanzen nach. Im Gegensatz 
dazu fanden MANNERS et al. (2013) auch bei der Orchidee Vanda coerulea GRIFF ex LINDL. 
eine hohe genetische Differenzierung auf Individuenebene und eine niedrigere auf 
Populationsebene. Sie führen diese Verteilung der Differenzierung auf die fehlende Korrelation 
zwischen der genetischen und geografischen Distanz zurück. Die hohe Differenzierung 
innerhalb der Populationen lässt die Annahme auf eine regelmäßige Verteilung der kleinen und 
leichten Samen auf die unterschiedlichen Populationen zu (MANNERS et al. 2013). Wenn man 
nach dieser Auffassung die drei Regionen betrachtet, wäre einerseits ein Austausch zwischen 
den hessischen und thüringischen Populationen anhand der Entfernung durchaus denkbar, 
andererseits ein regelmäßiger Austausch mit den weiter entfernten Rügener Populationen eher 
unwahrscheinlich aber nicht unmöglich.  
Die große Differenzierung auf Individuen- und die niedrigere Differenzierung auf 
Populationsebenen deutet darauf hin, dass momentan kein bzw. ein spärlicher genetischer 
Austausch zwischen den einzelnen Populationen in Hessen und Thüringen vorhanden ist, d.h. 
dass die Bestäuber und/oder die Samen von C. calceolus die Strecken zwischen den einzelnen 
Populationen nicht überwinden können. Wie schon in der 1. Hypothese erläutert, waren früher 
die Populationen in Hessen und Thüringen in größerer Anzahl vertreten und somit auch die 
Entfernungen der einzelnen Populationen untereinander geringer. Es ist denkbar, dass dadurch 
ein Austausch von genetischem Material über Bestäuber und/oder Diasporenverbreitung 
vorhanden war, welcher heute die hohe Diversität innerhalb der Populationen und die niedrigere 
Differenzierung zwischen Populationen erklären kann. In den heutigen, weiter entfernten 
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Restpopulationen ist diese Diversität durch das hohe Alter und den langlebigen Lebenszyklus 
noch vorhanden, obwohl wahrscheinlich durch den geringen Flugradius der Bestäuber 
(GATHMANN & TSCHARNTKE 2002) kein Austausch von genetischem Material möglich ist. 
Zusätzlich ist auch ein Rückgang der Bestäuber zu verzeichnen (WRATTEN et al. 2012, 
GARIBALDI et al. 2013) und geeignete Nistmöglichkeiten fehlen (WESTRICH 1989, 
MÜLLER 2012). Eine Verbreitung von Diasporen kann angesichts des geringen Gewichts der 
Orchideensamen (KULL 1999) extrem von abiotischen Umweltfaktoren abhängen. So berichten 
ARDITTI & GHANI (2000) von einer möglichen anemochoren Verbreitung von Orchideensamen 
von 2000 km, MACHON et al. (2003) hingegen nur von wenigen Zentimetern. Man darf in 
diesem Zusammenhang nicht unberücksichtigt lassen, dass auch die Bodenbedingungen und 
die entsprechende Mykorrhizierung vorhanden sein müssen, wenn eine Samenausbreitung auf 
neuen Gebieten erfolgt. Aufgrund der Leichtigkeit der Samen und abiotischen Faktoren ist es 
nicht auszuschließen, dass eine Fernausbreitung der Orchideensamen möglich ist (FAY et al. 
2009).  
Betrachtet man dazu im Vergleich die Rügener Population, ist die Entfernung für eine 
Samenverbreitung zwischen Hessen und Rügen noch größer als zwischen Hessen und 
Thüringen. Zumal heute wie damals keine dokumentierten weiteren Populationen des 
Frauenschuhs zwischen Hessen und Rügen zum weiteren genetischen Austausch vorhanden 
waren, sind die untersuchten hessischen, thüringischen und Rügener Populationen sehr 
homogen zueinander. Das BFN - BUNDESAMT FÜR NATURSCHUTZ (2008) schreibt über die 
Rügener Vorkommen von C. calceolus:  
„Sie wächst hauptsächlich in den Mittelgebirgsregionen bzw. der montanen Stufe der Alpen 
und kommt dementsprechend vor allem in den Bundesländern Thüringen, Baden-Württemberg, 
Bayern und Niedersachsen (STERN 2006) vor. In Brandenburg und Mecklenburg-Vorpommern 
kommt der Frauenschuh nur vereinzelt vor. Die dortigen Vorkommen grenzen sich vom 
Hauptverbreitungsgebiet als isolierter Bereich ab. Diese Vorkommen stehen im 
Zusammenhang mit Vorkommen in Südschweden und dem westlichen Polen und erhalten 
dadurch besondere Bedeutung.“ (BFN - BUNDESAMT FÜR NATURSCHUTZ 2008). 
Es konnten in dieser Arbeit keine Hinweise gefunden werden, dass die beprobte Rügener 
Population sich vom Hauptverbreitungsgebiet in Deutschland als isolierter Bereich abgrenzt 
und die Aussage des BfN stützt. Dieses Ergebnis lässt den Schluss zu, dass die untersuchten 
Populationen der drei Regionen einen gemeinsamen Ursprung haben und möglicherweise mit 
den südschwedischen und/oder westpolnischen Vorkommen von C. calceolus im 
Zusammenhang stehen. Aufbauend auf den Aussagen von KAHANDAWALA (2009) schreiben 
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FAY et al. (2009) über eine starke Homogenität in der Diversität der dänischen Populationen im 
Zusammenhang seiner Auswertung des britischen Vorkommens. Auch CHOCHAI (2014) 
schreibt in ihren Haplotypen-Untersuchungen an mehreren europäischen Vorkommen 
(Abbildung 32), dass die Vorkommen aus Schweden und dem Baltikum Gemeinsamkeiten 
aufweisen und vermutlich nach der letzten Eiszeit aus Vorkommen des Balkans entstanden 
sind. Weitere Erkenntnisse würden sich aus einem Vergleich meiner Untersuchungsobjekte mit 
den Populationen aus Südschweden, Dänemark, Polen, dem Balkan und aus Deutschland 
ergeben. 
 
 
 
Abbildung 32: Median-Verbindungsnetz für Plastiden Haplotypen (kleines Bild links oben) von C. calceolus 
und Haplotyp Verteilung in West- und Nordeuropa. Farben zeigen Frequenzen von Haplotypen innerhalb 
jeder Population. UK: Vereinigtes Königreich; SPA: Spanien; FRA: Frankreich; SWITZ / GER: Schweiz / 
Deutschland; E ALPS: Ostalpen, DEN: Dänemark; BAL: Baltic Inseln; SWE: Schweden. (CHOCHAI 2014) 
 
 
Die Vegetation der Erde wird ständig bestimmt durch Klimaveränderungen, den Warm- und 
Eiszeiten. Flora und Fauna passen sich den schmelzenden- bzw. wachsenden Polkappen stetig 
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an und gewinnen bzw. verlieren Besiedlungsgebiete (COMES & KADEREIT 1998). Mögliche 
Rückzugsorte für Pflanzen finden sich bei wachsenden Polkappen nur in gemäßigten Gebieten 
(HEWITT 1996).  
Die letzte Eiszeit, die sogenannte Weichsel-Eiszeit bzw. Weichsel-Komplex, endete vor ca. 
10000 Jahren (GROSSWALD 1980, KLOSTERMANN 2009) (Abbildung 33). Durch die folgende 
Warmzeit, in der sich die Flora wieder durch zurückweichende Polkappen weiter im Norden 
ansiedeln konnte, ist zu vermuten, dass der Frauenschuh sein Verbreitungsareal genauso wie 
die übrige Flora erweitert hat. Betrachtet man dazu im Vergleich die Abbildung 7 der 
Verbreitung des Frauenschuhs im Jahre 1986, fallen Unregelmäßigkeiten, aber auch 
Regelmäßigkeiten auf. Regelmäßigkeiten sind in Russland zu sehen, dort ähneln die Grenzen 
der skandinavischen Inlandeismassen der Saale- und der Weichsel-Eiszeit teilweise den 
Grenzen des Verbreitungsgebiets von C. calceolus. Unregelmäßigkeiten hingegen gibt es in 
Skandinavien und den britischen Inseln. Dort befinden sich heute zahlreiche Vorkommen in 
Schweden und Norwegen (DEVILLERS-TERSCHUREN 1999). Indizien zeigen, dass es in England 
Vorkommen des Frauenschuhs gab, wobei der letzte rezente Standort in England eine 
Wiederansiedlung ist (RAMSAY & STEWART 1998). Es zeigt, wie weit sich das 
Verbreitungsareal in den Norden erstreckte (HULTÉN & FRIES 1986). Es ist nach den Karten zu 
vermuten, dass es vor 1986 ein weitreichenderes Verbreitungsgebiet des Frauenschuhs gab. Die 
nur kleine genetische Differenzierung zwischen den rezenten, untersuchten Regionen von 
C. calceolus in den drei Bundesländern lässt annehmen, dass es sich hierbei heute um 
Reliktvorkommen eines größeren Verbreitungsareals, wie es schon von KULL (1988) und KULL 
& PAAVER (1997) aus anderen Gebieten niedergeschrieben wurde, handelt. 
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Abbildung 33: Karte der letzten beiden großen Kaltzeiten, der Weichsel- und der Saale-Kaltzeit. Zu sehen 
sind die Grenzen der vergletscherten Gebiete der jeweiligen Eiszeiten (Quelle: Juschki, wikipedia.de, 
abgerufen am 22.06.2016). 
 
FAY et al. (2009) schrieb nicht nur über die Homogenität der dänischen Vorkommen. Sie 
berichten auch über eine höhere Diversität in den schwedischen als in den dänischen 
Vorkommen und sehen den Grund darin, dass es nach der letzten Eiszeit mehrere 
Migrationsrouten nach Schweden gab. Die Homogenität der dänischen Vorkommen führen sie 
auf einen Gründereffekt durch Samenfernausbreitung zurück (FAY et al. 2009). 
Auch PEDERSEN et al. (2012) schreiben in ihrer Arbeit über die dänischen Vorkommen von 
C. calceolus und vermuten, dass, anhand der fehlenden genetischen Differenzierung der 
Vorkommen in Dänemark, nach der Etablierung der Populationen ein genetischer Engpass 
(Flaschenhalseffekt) auftrat oder dass die Etablierung der rezenten Vorkommen nur aus einer 
Region nach der Eiszeit erfolgte (Gründereffekt). Der Flaschenhals- und Gründereffekt sind 
Beispiele für genetische Drift, die allgemein definiert, eine zufällige Veränderung der Allelen 
beschreibt und unabhängig von der genetischen Fitness entsteht. 
Betrachtet man dazu nochmal die Arbeit von CHOCHAI (2014), die vermutet, dass sich der 
Frauenschuh in Europa nach der Eiszeit aus drei Refugien etablierte, die eine Besiedelung der 
vergletscherten Gebiete von der iberischen und italienischen Halbinsel und aus dem Balkan 
ermöglichte, kann dies eventuell eine Begründung sein, warum sich die hessischen, 
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thüringischen und Rügener Populationen kaum unterscheiden. Dagegen spricht die Aussage 
von BRZOSKO et al. (2002), in den untersuchten polnischen Populationen keinen Flaschenhals-
Effekt feststellen zu können. Hierzu bedarf es jedoch noch weiterer Untersuchungen. 
KENNEDY & WALKER (2007) stellten in ihren populationsgenetischen Untersuchungen an 
Cypripedium reginae WALTER in vergletscherten und unvergletscherten Bereichen 
Nordamerikas fest, dass eine höhere genetische Diversität in den untersuchten Populationen in 
zuvor vergletscherten Gebieten als in unvergletscherten Gebieten auftrat. Sie begründen die 
hohe Diversität in C. reginae in den vergletscherten Gebieten damit, dass nahe der 
vergletscherten Gebiete genügend Habitate mit C. reginae zur Verfügung standen und nach 
dem Rückzug der Eismassen als Refugien für die Besiedlung der neuentstandenen 
Lebensräume dienten (KENNEDY & WALKER 2007). WALLACE & CASE (2000) fanden ebenfalls 
ähnliche Ergebnisse bei ihren Untersuchungen an Cypripedium parviﬂorum SALISB. in 
vergletscherten und unvergletscherten Gebieten und begründen dies ebenso mit periglazialen 
Refugien. Diese Verteilung der Diversität steht im Widerspruch zu den meisten Aussagen über 
populationsgenetische Untersuchungen (BORNBUSCH et al. 1994, CASE 1994, ALLEN et al. 
1996, BROYLES 1998, CASE et al. 1998, AAGAARD et al. 1999, BRZOSKO et al. 2011, PEDERSEN 
et al. 2012, CHOCHAI 2014), die in unvergletscherten Gebieten eine höhere Diversität als in 
vergletscherten Gebieten oder keine Unterschiede zwischen den Gebieten feststellen konnten. 
Und auch meine Ergebnisse passen nicht zu den Ergebnissen von KENNEDY & WALKER (2007) 
und WALLACE & CASE (2000), da nur insgesamt eine geringe Differenzierung zwischen den 
untersuchten Regionen in Hessen, Thüringen und auf Rügen festgestellt wurde.  
 
Wie CHOCHAI (2014) bestätigt, berichtete schon FAY et al. (2009) über Unterschiede in der 
genetischen Diversität, nicht nur in den schwedischen Populationen, sondern insgesamt in allen 
untersuchten Populationen in Europa. Für die genetisch diversen Populationen aus den Alpen 
und der Schweiz vermuten sie zum einen eine Besiedelung über refugiale Populationen 
während der Weichseleiszeit in Zentraleuropa und zum anderen nacheiszeitliche 
Populationsstärkungen von südlichen/südöstlichen Populationen aus unvergletscherten 
Gebieten (FAY et al. 2009). Wie schon FAY et al. (2009) und CHOCHAI (2014) formulieren, 
muss es für die Differenzierungen in den Populationen in Europa mehrere Ursprünge geben. 
Sie vermuten, dass es 2 - 3 Besiedelungswege nach der letzten Eiszeit aus den unvergletscherten 
Refugien dem Balkan, Italien und der Iberischen Halbinsel gab und diese drei Herkünfte in der 
rezenten genetischen Diversität der Populationen sichtbar sind (FAY et al. 2009, 
CHOCHAI 2014).  
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Einen weiteren Aspekt, der die bereits vorgebrachten Ergebnisse untermauert, weisen die 
Auswertungen des Manteltests von R für C. calceolus auf, der in den drei Regionen keine 
Korrelationen der genetischen Differenzierung im Zusammenhang mit der geografischen 
Entfernung nach PRASSE et al. (2010) feststellte. Im Gegensatz zu anderen Arten, die häufig 
deutliche Muster einer entfernungsabhängigen Differenzierung auf isolierten Standorten 
aufzeigen. 
Die beinahe genetische Homogenität der Rügener mit den hessischen Populationen kann auch 
nicht durch eine Ansalbung erklärt werden. In den Bundesländern Hessen und Mecklenburg-
Vorpommern sind laut den Datenbanken (Floradatenbank Mecklenburg-Vorpommern: 1769 
(schriftlich Frau Abdank, LUNG); Datenbank Hessen: 1719 (Frau Berg, HLNUG)) sehr früh 
Daten von Beständen dokumentiert. 
 
Anhand des langsamen, komplizierten Lebenszyklus (z.B. Samenkeimung mit Mykorrhiza, 
Protonema, erste Blatt erst nach ca. 4 Jahren, nach ca. 6 – 10 Jahren die erste Blüte, 
Bestäuberspezifikation, Anemochorie) und der hohen Lebensdauer (ca. 100 Jahre) der 
Frauenschuhpflanzen könnte man davon ausgehen, dass erheblich weniger Generationen seit 
dem Ende der letzten Eiszeit vor ca. 10000 Jahren als bei anderen perennierenden 
(ausdauernden) bzw. pollakanthen (mehrmals blühend) Arten (abgesehen von den Baumarten) 
entstanden sind. Betrachtet man dabei den Aspekt der Mutationen (ob positiv, negativ oder 
neutral), bleibt die Mutationsrate im Vergleich zu anderen ausdauernden Arten gleich, wobei 
die spezifischen Genotypen sich durch die lange Generationsdauer für lange Zeit erhalten. „Die 
Geschwindigkeit der mutativen Veränderung einer Population hängt […] sehr von der 
Geschwindigkeit der Generationsfolge ab“ (JACOB et al. 1994). Hierdurch, sowie durch die 
niedrige Bestäuberquote, der damit verbundenen niedrigen Befruchtungsquote und der 
Keimungshilfe durch den Mykorrhiza-Pilz erreicht der Frauenschuh zusätzlich vermutlich eine 
geringere Etablierung der Samen, wodurch weniger Mutationen ausgeprägt werden, die sich 
weiter vermehren können. Durch die niedrige Anzahl an Mutationen können die Populationen 
kaum unterschiedliche genetische Fingerabdrücke entwickeln und alle Populationen sind im 
Hinblick auf das genetische Material sehr homogen. Die niedrige Anzahl an Mutationen 
resultiert auch daher, dass die vegetative Vermehrung beim Frauenschuh durch Ausbildung von 
Rameten (unterirdisch waagerecht wachsende Rhizom, welches jährlich meistens nur einen 
Trieb ausbildet) meist erfolgreicher ist als die generative und dadurch keine Durchmischung 
der Gene stattfindet. Ein weiterer Aspekt der generativen Vermehrung ist die genetische 
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Selbstinkompatibilität (DAUMANN 1968), die keine Selbstbefruchtung innerhalb der Rameten 
eines Genets zulässt.  
Wenn man sich den Stand der aktuellen Populationen in Hessen betrachtet, fällt auf, dass die 
Anzahl der hessischen Vorkommen seit 2004 langsam aber stetig sinkt. Zwar konnte der 
dramatische Rückgang (detaillierte Aufzeichnungen seit 2004) mit dem Artenhilfskonzept für 
den Frauenschuh ab 2007 (BARTH 2007) verlangsamt werden, aber eine Reduzierung der 
Vorkommens-Anzahl besteht immer noch. Die noch bestehenden hessischen Populationen 
wurden, soweit es geht, stabilisiert und durch verschiedene Pflegemaßnahmen gestärkt. Der 
Vergleich der heutigen Daten mit den früheren Daten vor 1990 lässt einen deutlichen Rückgang 
in den letzten Jahrzehnten erkennen (Abbildung 10). Nicht nur in Hessen ist dieser Rückgang 
erkennbar. Auch andere Bundesländer mit großen Vorkommen des Frauenschuhs wie Bayern, 
Baden-Württemberg, Thüringen und Niedersachsen beklagen Rückgänge der Populationen 
(GARVE 1994, STERN 2006). Die Gründe dafür können vielseitig sein. Verdrängung kann zum 
einen durch starke Konkurrenz oder spezielle ökologische Veränderungen stattfinden, und/oder 
zum anderen durch anthropogenes Einwirken, wie z.B. Änderungen von historischen 
Waldnutzungsformen in den bestehenden Habitaten, beeinflusst werden. Zurück bleiben 
Reliktvorkommen eines früheren größeren Verbreitungsareals, die mit den verwendeten 
Methoden gleiches genetisches Material aufweisen. 
Die geringe Anzahl an Mutationen kann auch darauf hindeuten, dass der Frauenschuh aufgrund 
der langen Generationsdauer besondere Reparaturmöglichkeiten von Mutationen (z.B. bei der 
Replikation) besitzt, aber dafür gibt es noch keine Erkenntnisse und es bedarf in der Hinsicht 
weiterer Forschung. 
Zusammenfassend weisen die statistischen Auswertungen der genetischen Analysen, der 
aktuelle Stand der Populationen, die Verbreitungskarte von 1986 und die Tatsache des 
langsamen Lebenszyklus von C. calceolus auf die Annahme hin, dass es ein größeres 
Verbreitungsareal (zu mindestens in den drei untersuchten Regionen) von C. calceolus aus 
Populationen mit hohem genetischem Austausch gegeben haben könnte und die heutigen 
Standorte (Hessen (GROSSMANN 1976, BARTH & OPITZ 2014), Deutschland (KUTSCHER 1997, 
KORSCH et al. 2002, VOIGTLÄNDER 2006, GRABNER 2012) und Europa (DEVILLERS-
TERSCHUREN 1999)) Reliktvorkommen bilden. Es konnten mit den verwendeten Methoden 
keine Unterschiede zwischen der Rügener Population und den hessischen und thüringischen 
Populationen festgestellt werden und damit auch keine erwartete Isolierung der Rügener 
Population.  
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4.3 Fazit: 
Kann eine naturschutzfachliche Empfehlung gegeben werden, ob nur naheliegende 
Populationen für eine Populationsstärkung von C. calceolus verwendet werden können, um 
möglicherweise vorhandene und begonnene genetische Differenzierungsprozesse nicht zu 
verändern? 
 
Um ein Fazit als naturschutzfachliche Empfehlung formulieren zu können, müssen erst einmal 
potentielle Risiken bedacht werden. Zum Thema Populationsstärkungen bestehen 
vielschichtige Bedenken, jedoch besteht bei Wissenschaftlern weitestgehend Einigkeit, dass 
stets regionales Saatgut für eine Populationsstärkung verwendet werden soll um das genetische 
Erbe einer lokalen Umgebung zu bewahren (LINHART & GRANT 1996, REED 
& FRANKHAM 2001, SACKVILLE HAMILTON 2001, KAWECKI & EBERT 2004, HEREFORD 2009, 
JOHNSON et al. 2010, JONES 2013). Wenn das Thema Populationsstärkung näher betrachtet 
wird, gibt es aber Unstimmigkeiten bei Wissenschaftlern z.B. bei der Entfernung der Quelle 
des verwendeten Pflanzenmaterials oder der Verwendung von einer oder mehrerer Quellen an 
Pflanzenmaterial (KAYE 2001, MIJANGOS et al. 2015). Im Weiteren werden einige Meinungen 
dargeboten um ein umfangreiches Bild für eine naturschutzfachliche Empfehlung zu schaffen. 
 
Wie schon einführend dargestellt, sind die rezenten hessischen Populationen von C. calceolus 
sehr klein, fragmentiert und isoliert, wobei solche Populationen negative Konsequenzen (wie 
z.B. reduzierter Genfluss zwischen den Populationen) mit sich bringen können (KARRON 1987, 
FRANKHAM et al. 2002, RASMUSSEN & KOLLMANN 2008). Größere Populationen haben im 
Allgemeinen ein breiteres Spektrum zur Anpassung an ihre Umwelt als kleinere Populationen 
(WHITLOCK 2003). Es besteht bei kleinen isolierten Populationen die Gefahr von 
Inzuchtdepressionen (Erzeugung von Nachkommen von verwandten Individuen und dadurch 
bedingte Homozygotie) und eine dadurch reduzierte Fitness, die in jeder Lebensphase (z.B. 
Samenkeimung, Pflanzenwachstum, Blühfähigkeit und Samenproduktion) auftreten kann. 
RICHARDS (2000) konnte in seinen Studien an Silene alba MILL. zeigen, dass 
Inzuchtdepressionen die Fitness reduzieren können, indem eine niedrigere Samenkeimung 
festgestellt wurde. Solchen Inzuchtdepressionen in kleinen Populationen kann durch 
Populationsstärkungen entgegengewirkt werden. Natürlich sollte das Pflanzenmaterial nicht 
aus der Population stammen in der eine Populationsstärkung vorgenommen wird. Am Beispiel 
von Silene alba wird erfolgreich gezeigt, wie das absichtliche Einbringen von 
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populationsfremden Genotypen den Inzuchteffekt minimieren kann (RICHARDS 2000). Ebenso 
schreibt KAYE (2001):  
„Populations suffering from inbreeding depression can often benefit from outcrossing with 
individuals in other populations, which may result in higher heterozygosity, improved health of 
individuals, and greater population viability.“.  
Beim Einbringen von lokal-fremdem Pflanzenmaterial in kleine Populationen besteht 
wiederum die Gefahr von Auskreuzungsdepressionen, bei der die Möglichkeit besteht, dass 
durch zu starke Einkreuzung der nicht-lokalen Populationen die Fitness reduziert und die 
Anpassungsfähigkeit, in der zu stärkenden Population an die lokalen Gegebenheiten verloren 
gehen kann (LYNCH 1991, WASER 1993, STANTON et al. 1997, KELLER et al. 2000, MULLER et 
al. 2003, HENDRY & TAYLOR 2004, HUGHES et al. 2008, KETTENRING et al. 2014). Aber nach 
heutigen Meinungen treten Auskreuzungsdepressionen seltener auf als anfangs vermutet 
(EDMANDS 2007, LEIMU & FISCHER 2008, MIJANGOS et al. 2015). FENSTER & GALLOWAY 
(2000) führten Kreuzungen an Chamaecrista fasciculata (MICHX.) GREENE über drei 
Generationen mit Individuen aus Entfernungen von 100 m bis 2000 km durch und fanden 
heraus, dass bei einer Entfernung unter 1000 km aufgrund des Heterosis-Effekt (ausgeprägte 
Leistungsfähigkeit der F1-Generation) keine Auskreuzungsdepression und über 1000 km eine 
Auskreuzungsdepression stattfand. Sie stellten in den Untersuchungen an den Individuen unter 
1000 km fest, dass eine kurzfristige positive Wirkung in der Leistung der Nachkommen 
erkennbar war (Heterosis-Effekt) und diagnostizierten keine längerfristigen negativen 
Auswirkungen auf die Fitness (FENSTER & GALLOWAY 2000). Dagegen äußerten sich KELLER 
et al. (2000) dahingehend, dass negative Auswirkungen auch in der F2-Generation auftreten 
können. FISCHER & MATTHIES (1998) unterstützten die Arbeit von FENSTER & GALLOWAY 
(2000) mit ihren Untersuchungen an Gentianella germanica (WILLD.) BÖRNER und 
beobachteten Auskreuzungsdepressionen bei Kreuzungen von weit entfernten Populationen mit 
kleinen isolierten Populationen. DONATH & ECKSTEIN (2008) fügen, basierend auf den 
Aussagen von ALLENDORF & LUIKART (2007), hinzu:  
„Durch Naturschutzmaßnahmen erhöhter Genfluss kann zum völligen Verlust der lokalen 
Adaptation führen, insbesondere wenn er von großen, wenig angepassten zu kleinen, lokal 
angepassten Population stattfindet.“ (DONATH & ECKSTEIN 2008). 
Entgegen dieser Aussagen stellten WASER & PRICE (1994) fest, dass Auskreuzungsereignisse 
auch unter 100 Metern auftreten können. Außerdem ist es von besonderer Bedeutung, dass bei 
Populationsstärkungen das Habitat der Quelle des Pflanzenmaterials dem der stärkenden 
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Population ähnelt, sonst kann es ebenso zu Auskreuzungseffekten (MONTALVO 
& ELLSTRAND 2001) kommen. 
Neben der Entfernung der Herkunft des Pflanzenmaterials hängt es auch von der Größe einer 
Population ab, ob die Individuen stärker oder schwächer von negativen Effekten beeinflusst 
werden. Wie groß eine Population sein soll, um langfristig überleben zu können, kann nicht 
pauschal für alle Arten bestimmt werden. Jede Art muss separat beurteilt werden. Es gibt 
Modellrechnungen zu Populationen, in denen 100-500 Individuen (LIENERT 2004) oder sogar 
bis zu 1000 Individuen (TRAILL et al. 2007) genannt werden, damit keine negativen genetische 
Effekte auftreten. 
Wenn aber kleine Populationen ausgedehntes klonales Wachstum und starke Reduktionen der 
sexuellen Fortpflanzung zeigen, können diese Populationen nach HONNAY & BOSSUYT (2005) 
aber auch sogenannte Restpopulationen sein. Sie mutmaßen, dass ausschließlich längere 
klonale Wachstumphasen in einer kleinen Population eine monoklonale Population hervorruft 
und letztendlich zum Aussterben führen kann (HONNAY & BOSSUYT 2005) oder auf das Fehlen 
der Bestäuberinteraktionen zurückzuführen ist. 
Bestäuberinteraktionen sind ein weiterer wichtiger Aspekt im Bezug zu Fragmentierungen von 
Populationen. Nach Untersuchungen an 4 obligat allogamen Orchideen fand NEWMAN et al. 
(2013) heraus, dass in fragmentierten Populationen für ausreichend keimfähige Samen die 
Präsenz geeigneter Bestäuber entscheidend ist. Wobei beachtet werden muss, dass nektarlose 
Orchideen anfälliger für einen verringerten Genfluss als nektarreiche Orchideen (GIJBELS et al. 
2015) sind und, aufgrund der fehlenden Bestäuberinteraktionen in kleinen, isolierten 
Vorkommen, bei kleinen Populationen auch stärker bzw. schneller negative Effekte ausgebildet 
werden können (NEWMAN et al. 2013). Dementsprechend sollten in der Umgebung um die 
Population geeignete Habitate mit Nistplätzen (NILSSON 1979, WESTRICH 1989) im Umkreis 
von maximal 600 Metern (GATHMANN & TSCHARNTKE 2002) vorhanden sein, um eine hohe 
Bestäuberquote zu erreichen. Als Ersatz für Habitate mit Nistplätzen könnte man 
möglicherweise auf Wild- und Sandbienen zugeschnittene sog. Insektenhotels oder große 
Behälter mit entsprechend sandigen Böden testen, um eventuell eine Ansiedlung von Wild- und 
Sandbienen zu fördern. Des Weiteren sollten die bisherigen Maßnahmen an den hessischen 
Populationen wie z.B. Gehölze dezimieren, Offenboden um die Mutterpflanze schaffen, usw., 
beibehalten werden (BARTH & PLOß 2014).   
 
In Studien der Habitatfragmentierung von Pflanzenarten gibt es insgesamt eine Problematik in 
der Auswahl der Untersuchungsobjekte. In den meisten Studien sind Arten mit staubförmigen 
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Diasporen und/oder klonalem Wachstum (und damit potenziell unbegrenzter Lebensdauer) 
unterrepräsentiert und vermutlich weniger von Habitatfragmentierung betroffen als andere 
Familien (HEINKEN & WEBER 2013) bzw. es wird ein längerer Zeitraum benötigt, damit 
genetische Folgen der Populationsfragmentierungen sichtbar werden. Es gibt Arten, die in 
kleinen Populationen über längere Zeiträume in einer starken Fragmentierung des Habitats 
überleben können (GARCIA 2008) und trotzdem ein hohes Maß an genetischer Diversität 
aufweisen wie bei Ligularia sibirica (L.) CASS. (Asteraceae) festgestellt wurde (ŠMÍDOVÁ et al. 
2011). Aber dennoch gilt allgemein die Meinung, dass eine weitere Fragmentierung das 
Überleben einer Art und ihrer lokalen Populationen gefährden, die Populationen weiter 
isolieren und ihre Größe reduzieren wird (LIENERT 2004). Anhand der unterschiedlichen 
Meinungen ist zu sehen, dass die Sachlage zum Thema Fragmentierung von Populationen 
(HEINKEN & WEBER 2013), Populationsstärkung und Entfernung des Pflanzenmaterials usw. 
noch unzureichend ist und stark diskutiert wird. 
 
Wie schon beschrieben, wird aus Beobachtungen nach BARTH & PLOß (2014) ein Rückgang 
der Populationen des Frauenschuhs in Hessen durch zahlreiche Pflegemaßnahmen verlangsamt. 
Die hessischen Populationen gehören zum derzeit westlichen Randbereich des 
Verbreitungsgebietes von C. calceolus. Die Randbereiche eines Verbreitungsgebiets von Arten 
müssen nach REHM et al. (2015) vordringlich erhalten bleiben, weil Individuen in diesen 
Randpopulationen veränderte Genvariationen durch Anpassung an teilweise verschiedene 
Umweltbedingungen ausbilden, zum Genpool der gesamten Art beitragen und die geografische 
Verteilung der Art erhalten und/oder erweitern können. Bei Wegfall der lokal adaptierten 
Randpopulationen reduziert sich die Fähigkeit der Arten sich anzupassen (REHM et al. 2015). 
Um den Rückgang der hessischen Populationen noch weiter entgegenzuwirken und 
Maßnahmen zum Erhalt zu formulieren, wurde mit dieser Studie versucht die genetische 
Differenzierung zwischen den hessischen Populationen zu erfassen.  
 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit erste Erkenntnisse zur Problematik, 
woher geeignetes Pflanzenmaterial für Populationsstärkungen des Frauenschuhs gewonnen 
werden kann. Anhand der hohen Diversität der Proben innerhalb und zwischen den 
Populationen konnten mit den verwendeten Methoden keine Differenzierungen zwischen den 
untersuchten Populationen und keine bis nur geringe Differenzierung zwischen den Regionen 
festgestellt werden. Der Manteltest lieferte in der Auswertung nur geringe signifikante 
Korrelationen zwischen den genetischen und den geografischen Daten. Aufgrund der 
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Ergebnisse dieser Studie und dem ständigen potentiellen Risiko bei der Verwendung von nicht-
lokalem Saatgut (Veränderung der genetischen Vielfalt der zu stärkenden Population und der 
Verlust der Anpassungsfähigkeit) (KAYE 2001, MIJANGOS et al. 2015) ist für eine 
naturschutzfachliche Empfehlung zu schlussfolgern, dass es nach dieser Studie 
unproblematisch ist, kleine Populationen in Hessen mit Saatgut bzw. Pflanzenmaterial aus 
großen Populationen in Hessen zu stärken ohne eine Veränderung möglicher genetischer 
Differenzierungsprozesse hervorzurufen. Um möglichen Auskreuzungsdepressionen in der zu 
stärkenden Population entgegenzuwirken, sollten die Spenderpopulationen möglichst aus 
lokalen Herkünften stammen (DONATH & ECKSTEIN 2008) und wenn möglich aus mehreren 
Spenderpopulationen verwendet werden. Durch Verwendung von mehreren 
Spenderpopulationen kann sich die Zahl der Keimungsrate bzw. die Etablierung des 
Pflanzenmaterials, aufgrund verschiedener möglicher Anpassungen, erhöhen, wobei darauf 
geachtet werden muss, dass sich die Habitate der Spenderpopulationen und der zu stärkenden 
Population ähneln (KAYE 2001, MONTALVO & ELLSTRAND 2001, DONATH & ECKSTEIN 2008). 
Natürlich dürfen dabei Bodenbedingungen (Kalkstein) und Konkurrenzverhalten von 
C. calceolus nicht vernachlässigt werden. Die Problematik der genetischen 
Selbstinkompatibilität bei kleineren Populationen mit nur einem Genet und mehreren Rameten 
kann durch Populationsstärkungen mit populationsfremden Saatgut umgangen werden. 
Zusätzlich sollten im Umkreis von maximal 600 Metern um die Populationen geeignete 
Habitate mit Nistplätzen für die bestäubenden Bienenarten geschaffen werden, um die 
Bestäuberquote von C. calceolus zu erhöhen. 
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5 Fehlerbetrachtung und Ausblick 
 
Der teilweise hohe DNA-Gehalt der Blattproben resultiert wahrscheinlich aus einer Mischung 
der DNA der Pflanze und der DNA von verschiedenen Pilzarten auf dem Blatt. 
Es zeigt sich, dass die Proben von Rügen scheinbar den höchsten durchschnittlichen DNA-
Gehalt im Vergleich zu den Werten aus Thüringen und Hessen aufweisen. Dabei ist zu 
beachten, dass die Werte der Proben nicht unbedingt vergleichbar sind, da die Anzahl der 
hessischen Proben stark variiert (Tabelle 1). Aufgrund der teilweise geringen Größe der 
hessischen Populationen und der Entnahmebedingungen durften maximal 10 % der Sprosse in 
einer Population gesammelt werden. Daher wurden 9 Populationen aufgrund der geringen 
Populationsgröße nicht besammelt. Für weitere Arbeiten sollte versucht werden, die 
Stichprobensammlung mit den nicht und nur gering besammelten Populationen zu erweitern 
und zusätzlich von den besammelten Populationen weitere Stichproben zu gewinnen. Die 
bisher gesammelten Stichproben stehen eingefroren für weitere Untersuchungen zur 
Verfügung. Zusätzlich sollten aus Thüringen und von Rügen weitere Proben eingeholt werden. 
Anhand einer größeren Stichprobengröße würden die Ergebnisse durch weitere genetische 
Analysen und statistische Auswertungen gestärkt werden.  
Eventuell ist die Entfernung von Hessen nach Rügen zu gering, um genetische Unterschiede 
aufzuzeigen. Bei zukünftigen, fortführenden Arbeiten an C. calceolus sollten Populationen aus 
dem Zentrum und anderer Randpopulationen des Verbreitungsareals, vor allem aus Schweden, 
Polen und Dänemark untersucht und mit denen in dieser Arbeit verglichen werden. Durch die 
immense Größe des Verbreitungsgebietes ist zu vermuten, dass vielleicht Unterschiede zu 
weiter entfernteren Populationen aufgezeigt werden können. 
 
Die Tabelle 3 zeigt, dass die Optimierungsphase der ISSR-Methode durch die anfangs hohe 
Anzahl an unterschiedlichen Primer sehr zeitintensiv war. Die Schwierigkeit bestand in der 
Auswahl optimaler Primer. In der Literatur gab es keine Angaben über die ISSR-Methode an 
C. calceolus. Wie schon einleitend beschrieben, berichteten viele der an dem Frauenschuh 
forschenden Wissenschaftler über Schwierigkeiten in der Auswertung, was u.a. am großen 
Genom des Frauenschuhs (OBERDORFER et al. 1983) liegt und an dem geschützten Status. 
Anhand des geschützten Status ist es sehr schwierig, an Genehmigungen für das Sammeln von 
Blattmaterial und Samen zu gelangen. Als Orientierung für brauchbare PCR-Ergebnisse aus der 
ISSR-Methode diente anfänglich das Protokoll nach DOGAN et al. (2010). Dieses Protokoll 
wurde an das große Genom von C. calceolus angepasst. Dies zeigt sich u.a. in der höheren 
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Menge an Primer und Taq-Polymerase. Zusätzlich wurden die kompletten Einstellungen für 
den Cycler optimiert, besonders zu sehen in der Erhöhung der Zyklen und der Dauer der 
Denaturierung-, Annealing- und Elongationsphasen (Tabelle 2). Die Optimierungen wurden 
natürlich immer nur mit wenigen Proben durchgeführt um das Probenmaterial nicht 
aufzubrauchen. Bei der Durchführung des optimierten Protokolls aller Proben ist darauf zu 
achten, dass alle Schritte mit den Proben auf Eis und zügig durchgeführt werden müssen, um 
eine Schmälerung des Ergebnisses zu verhindern.  
Wie schon erwähnt, gab es in der Literatur kaum Untersuchungen über die ISSR-Methode am 
Frauenschuh. Gleichermaßen verhielt es mit Angaben zur SRAP-Methode an C. calceolus. Da 
es keine Versuche mit der SRAP-Methode am Frauenschuh gab, wurde die Arbeit von JIA-LIN 
et al. (2014) an Paphiopedilum micranthum gewählt um diese Methode an C. calceolus zu 
testen. C. calceolus und Paphiopedilum micranthum sind nach der Systematik in der Familie 
der Orchidaceae und Unterfamilie Cypripedioideae eingeordnet und besitzen daher einen 
höheren Verwandtschaftsgrad als andere Arten. Die ausgewählten beiden Primerkombinationen 
brachten in der SRAP-Versuchsdurchführung keine brauchbaren Ergebnisse. Aus zeitlichen 
Gründen wurde die SRAP-Methode mit C. calceolus abgebrochen. Durch weitere 
Optimierungsversuche und die Bearbeitung von weiteren Primerkombinationen in zukünftigen 
Forschungsarbeiten könnten mit C. calceolus Ergebnisse erzielt werden. 
In der ISSR- und der AFLP-Methode muss darauf geachtet werden, wie die Ergebnisse der 
ISSR und AFLP gewichtet werden. WINK (2011) schreibt zur ISSR-Methode, im Vergleich zur 
AFLP-Methode, z.B.: „sie liefert gleiche oder sogar größere Informationen “. Dies liegt daran, 
dass in der ISSR-Methode die Primersequenz einem bestimmten Abschnitt auf dem DNA-
Strang entspricht. Wohingegen in der AFLP-Methode Primer verwendet werden, die nur an die 
Primerbindungstellen der Adaptoren binden können, die wiederum nur wahllos an der DNA 
ligieren (WINK 2011). Dadurch könnten trotz großer Datenmengen aus der AFLP-Methode nur 
nichtcodierende Regionen der DNA amplifiziert wurden sein und die Aussagekraft der Daten 
schmälern. 
Die Gel-Elektrophorese zeigte ein weiteres Problem auf. Hierbei ist darauf zu achten, dass der 
Puffer und das Agarosegel stets erneuert werden. Der gebrauchte Puffer reagierte oft mit dem 
Agarosegel und schließlich resultierte es in der Vernichtung der Ergebnisse.  
 
Bei der Aussaat und den Kontrollen der Samen ist kaum Schimmelbildung aufgetreten. Das 
dennoch keine Samen zur Keimung kamen, lässt vermuten, dass das Reifestadium der 
gesammelten Kapseln schon zu weit vorangeschritten war. Nur unreife, grüne Kapseln sind für 
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eine Samenkeimung ohne Mykorrhiza-Pilz nutzbar, weil die Testa der Samen in diesem 
Stadium noch nicht hydrophob ist und eine Nährstoffaufnahme ohne Pilz möglich ist (LIGHT 
& MACCONAILL 1998, RAMSAY & STEWART 1998, SHEFFERSON et al. 2007). Wahrscheinlich 
kamen die Samen von C. calceolus durch das Überschreiten des Reifestadiums beim Sammeln 
nicht zur Keimung. 
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6 Zusammenfassung 
 
In dieser Arbeit konnten neue Erkenntnisse zur genetischen Differenzierung und zu 
wissenschaftsbasierten Aussagemöglichkeiten zur Populationsstärkung von C. calceolus 
gewonnen werden. Die verwendeten Methoden der ISSR und AFLP zeigten eine homogene 
Verteilung (AFLP) bis geringe Differenzierung (ISSR) in den untersuchten Proben der drei 
Bundesländer. In der SRAP-Methode konnten jedoch keine Ergebnisse zur genetischen 
Diversität des Frauenschuhs erzielt werden. Die signifikanten Werte der ISSR-Daten 
(AMOVA) zeigten eine große genetische Differenzierung auf Individuen- und 
Populationsebene, aber nur eine kleine Differenzierung auf Regionenebene. Die nicht 
signifikanten Werte der AFLP-Daten (AMOVA) zeigten keine genetische Differenzierung auf 
Individuen- und Populationsebene, und nur eine kleine Differenzierung auf Regionenebene. 
Keine (ISSR, nicht signifikant) bis eine geringe Korrelation (AFLP, signifikant) ergab sich aus 
der Berechnung zwischen der genetischen mit der geografischen Distanz (Manteltest). 
Resultierend daraus, zeigt sich eine Diversität innerhalb der Populationen und zwischen den 
Populationen innerhalb der Regionen (Hessen, Thüringen, Mecklenburg-Vorpommern). 
Zwischen den Regionen hingegen zeigte sich nur eine geringe Diversität. 
Das Thema Populationsstärkung von C. calceolus wird in Hessen und anderen Bundesländern 
schon seit Langem kontrovers diskutiert. Bei diesem Thema zögern Behörden und Botaniker, 
weil nur wenige Daten über die genetische Diversität des Frauenschuhs bekannt sind. Durch 
die Ergebnisse dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass anhand der verwendeten genetischen 
Methoden keine relevanten Unterschiede zwischen den Regionen vorliegen und 
Populationsstärkungen von C. calceolus in Hessen mit Samen aus anderen Populationen in 
Hessen möglich sind.  
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